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 (Tregs) sont générés dans le thymus. 
Plusieurs études suggèrent fortement que le développement des Tregs est dû à la forte affinité 
de leur TCR pour le soi (complexes « peptide du soi-CMH II ») présenté dans le thymus. 
Après avoir migré à la périphérie, les Tregs continuent dinteragir avec le soi et lexpression 
de Foxp3 est considérée comme nécessaire et suffisante pour maintenir le programme de 
transcription nécessaire aux fonctions suppressives de ces cellules en périphérie.  
 
En utilisant deux models expérimentaux chez la souris, notre étude démontre limportance 
des interactions continues avec le soi pour maintenir les capacités suppressives des Tregs à la 
périphérie. Labsence dinteractions avec le soi aboutit rapidement à une altération du 
phénotype des Tregs, de leur capacité à produire certaines cytokines et modifie également 
leur signature transcriptionnelle. De façon intéressante, nous avons observé que labsence 
dinteraction avec le soi naffecte pas le niveau dexpression de Foxp3 mais que la 
reconnaissance du soi induit une signature transcriptionnelle unique et des caractéristiques 
fonctionnelles qui ne sont pas liées à Foxp3. 
 
Dans une seconde étude, nous avons mis en évidence que, chez la souris jeune adulte, 
lexpression de Ly-6C permet didentifier deux sous-populations de Tregs distinctes 
présentant des différences phénotypiques et fonctionnelles. En particulier, nous avons 
observé que les Tregs Ly-6C
-
 présentent un phénotype plus activé et régulateur que leurs 
homologues Ly-6C
+
 et que seules les premières sont fonctionnelles in vitro et in vivo.  Nous 
avons également montré un lien étroit entre expression de Ly-6C et autoréactivité, les Tregs 
Ly-6C
-
 recevant plus de signaux du TCR que les Tregs Ly-6C
+
. Finalement, nous avons 
observé que seuls les Tregs Ly-6C
-
 se maintiennent à la périphérie avec le temps, suggérant 
lexistence dune sélection périphérique permettant la survie préférentielle des Tregs les plus 
fonctionnels. 
 
Au cours de ma thèse, nous avons ainsi pu démontrer que les interactions avec le soi étaient 
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ABREVIATIONS 
 
Ac : Anticorps 
AhR : Aryl hydrocarbon Receptor 
AICD : Activation-Induced Cell Death 
AIRE : Autoimmune Regulator 
AMPc : Adénosine Mono-Phosphate Cyclique 
AP-1 : Activator protein 1 
APECED : Autoimmune PolyEndocrinopathy Candidosis Ectodermal Distrophy 
ATP : Adénosine Tri-Phosphate 
Bcl : B-cell lymphoma/leukemia 
BCR : Récepteur des cellules B (B-cell Receptor) 
BrdU : BromodéoxyUridine 
CARMA1 : CARD-containing MAGUK protein 1 
CD : Cluster de Différenciation (Cluster of Differenciation) 
CMH : Complexe Majeur dHistocompatibilité 
CNS : Conserved non-coding sequences 
COX-2 : Cycloxygénase-2 
CFA : Adjuvant Complet de Freund (Complet Adjuvant of Freund) 
CPAs : Cellules Présentatrices dAntigènes 
CREB : c-AMP Response Element-Binding 
cTECs : Cellules Epithéliales corticales Thymiques 
CTLA-4 : Cytotoxic T Lymphocytes Antigen-4 
DCs : Cellules Dendritiques 
DN : Double Négatif 
DP : Double Positifs 
EAE : Encéphalite Auto-immune Expérimentale 
Ebi3 : Epstein-barr-virus-induced gene 3 
EGF : Facteur de Croissance Épidermique (Epidermal Growth Factor) 
Fas : Fatty Acid Synthase 
Fas-L : Ligand de FAS 
Foxp3 : Forkhead box p3 
FR4 : récepteur au folate 4 (Folate Receptor 4) 
Gal-1 : Galectine-1 
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GFP : Green Fluorescent Protein 
GITR : Récepteur au TNF Induit par les Glucocorticoïdes (Glucocorticoïd Induced TNF 
Receptor) 
GrzmB : Granzyme B  
GVHD : Maladie du greffon contre lhôte (Graft Versus Host Disease) 
HLA : Human Leucocyte Antigen 
HP1 : Heterochromatin protein 1 
HSCT : Hematopoietic Stem Cell Transplantation 
HSV : Herpex Simplex Virus 
IBD : Maladie Inflammatoire de lIntestin (Inflammatory Bowel Disease) 
ICOS : Induced Costimulation 
IDO : Indoleamine 2,3 Dioxygenase 
IFN : Interféron 
Ig : Immunoglobuline  
IL : InterLeukine 
iNKT : invariant Natural Killer T cell 
IPEX : Immune dysregulation, Polyendocrinopathy, enteropathy, X-liked syndrome 
IRF4 : Interferon regulatory factor 4 
iTregs : Lymphocytes T régulateurs induits 
JAK : Janus-Associated Kinase 
KLRG-1 : Killer cell lectin-like receptor subfamily G member 1 
LAG-3 : Lymphocyte-activation gene 3 
LAP : Liver-enriched transcriptional Acitvator Protein 
LBs : Lymphocytes B 
LCMV : Lymphocytic Choriomeningitis Virus 
LFA-1 : Lymphocyte function-associated antigen 1 
LIP : Lymphopenia Induced Prolifération 
LPS : Lipopolysaccharide 
LTconvs : Lymphocytes T conventionnels 
LTDN : Lymphocytes T Double Négatifs 
LTnaïfs : Lymphocytes T naïfs 
LTs : Lymphocytes T 
Ly-6C : Lymphocyte antigène 6C 
MBP : Myelin Basic Protein 
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MDSC : Cellules Myéloïdes Suppressives (Myeloid Derived Suppressor Cells) 
miR : Micro ARN 
MO : Moelle Osseuse 
mTECs : Cellules Epithéliales médullaires Thymiques 
NAD : Nicotinamide Adénine Dinucléotide 
NF-kB : Nucleaaf Factor of activated T-cells 
NFAT : Nuclear factor of activated T-cells 
nIELs : Lymphocytes Intra-Epithéliaux naturels 
NK : Natural Killer 
NOD : Non Obese Diabetic 
Nrp-1 : Neuropiline-1 
nTh17 : Lymphocytes Th17 naturels  
nTregs : Lymphocytes T régulateurs naturels 
OVA : Ovalbumine 
pCMH : peptide du soi associé à une molécule du Complexe Majeur dHistocompatibilité  
pDCs : Cellules Dendritiques plasmacytoïdes 
PD-1 : Programmed Death-1 
PD-L1/2 : Programmed Death-Ligand 1 ou 2 
PDE3B : Phosphodiesterase 3B 
PGE2 : Prostaglandin E2 
PI3K : Phosphoinositide-3 Kinase 
PIAS1 : Protein Inhibitor of activated STAT1 
PKCq : Protein Kinase C theta 
Plzf : Promyelocytic leukaemia zinc finger protein 
PPAR : Peroxysome Proliferator-Activated Receptor 
RAG : Recombination Associated Gene 
RANK : Receptor Activator of Nuclear Factor  B 
RFP : Red Fluorescent Protein 
ROR : Related Orphan Receptor 
SCFAs : Short-Chain Fatty Acids 
Smad : Mothers against decapentaplegic homolog 
SP : Simple Positif 
STAT : Signal Tranducer and Activator of Transcription 
T1D : Diabète de Type 1 
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TAAs : Tumor Assiociated Antigens 
TCR : Récepteur des cellules T (T-cell Receptor) 
Tfh : Lymphocytes T folliculaires 
Tfr : Lymphocytes T régulateurs folliculaires  
TGF-b : Transforming Growth Factor beta 
TGF-bR : récepteur au TGF-b 
Th : Lymphocyte T helpers 
TNF : Tumor Necrosis Factor 
TLRs : Toll Like Receptors 
Tr1 : Lymphocyte T régulateur de type 1 
Tr35 : Lymphocytes T régulateurs 35 
TRAIL : Tumor necrosis factor Related Apoptosis Induced Ligand 
TRAs : Tissue Restricted Antigens 
TRP-1 : Tyrosinase Related Protein-1 
TSDR : Treg-Specific Demethylated Region 
Tregs : Lymphocytes T régulateurs 
VEGF : Facteur de Croissance Vasculaire Endothélial (Vascular Endothelial Growth Factor) 
YFP : Yellow Fluorescent Protein 
Zap70 : Zeta-chain Associated protein kinase 70 








































 - 6 - 
I. Préambule 
Le système immunitaire assure la défense de lorganisme. Pour ce faire, les stratégies 
défensives, développées par les organismes vivants au cours de lévolution, ont atteint un 
niveau très complexe notamment chez les mammifères. Le système immunitaire est lun des 
systèmes de protection les plus évolué et lun des plus complexe. Il assure la défense de 
lorganisme contre une grande diversité déléments étrangers. Pour cela, il reconnaît 
différentes structures moléculaires appelées antigènes et doit être capables de distinguer les 
antigènes étrangers de ceux de lorganisme. Ainsi, les antigènes proviennent de lorganisme 
lui-même, « le soi », ou bien de micro-organismes étrangers, le «non-soi », potentiellement 
dangereux. Burnet, en 1969 (Burnet, 1969) a été lun des premiers immunologistes à définir le 
soi et le non-soi comme critères dimmunogénicité pour la mise en place dune réponse 
immunitaire. Cette théorie ne permet pas dexpliquer les réponses immunitaires dirigées 
contre les tumeurs ou encore la tolérance immunitaire envers la flore commensale. En 1994, 
Polly Matzinger propose la théorie du danger (Matzinger, 1994) comme critère de la mise en 
place dune réponse immunitaire. Elle est basée sur le fait que toute réponse immunitaire se 
déclenche suite à lapparition de signaux de danger issus de tissus endommagés. Plusieurs 
théories au cours du temps ont voulu définir les mécanismes précis de la mise en place dune 
réponse immunitaire; ces théories saffinent notamment grâce à la compréhension de plus en 
plus précise du système immunitaire et surtout de ses acteurs. Le système immunitaire a deux 
composantes effectrices : limmunité innée et limmunité adaptative.  
Limmunité innée est la première ligne de défense de lorganisme, les mécanismes mis en jeu 
par limmunité innée ont été conservés au cours de lévolution. Elle est capable de mettre en 
place une réponse immunitaire efficace et très rapide grâce à ses principaux acteurs comme 
les cellules phagocytaires, capables de phagocyter les micro-organismes étrangers ou encore 
comme les cellules tueuses appelées cellules NK (Natural Killer), capables de secréter des 
substances détruisant ou inhibant les cellules infectées par des micro-organismes étrangers. 
Limmunité adaptative représente une immunité très spécialisée qui met en jeu les 
lymphocytes B (LBs) et les lymphocytes T (LTs). Ces cellules sont caractérisées par 
lexpression, à la surface de leur membrane plasmique, de récepteurs spécifiques de 
lantigène, respectivement le BCR (B Cell Receptor) et le TCR (T Cell Receptor). Ce dernier 
est capable de reconnaître une très grande variété dantigènes différents. En effet, les 
réarrangements des gènes du TCR permettent de générer environ 1015 récepteurs différents, ce 
qui permet la reconnaissance potentielle dune grande variété dantigènes du non soi. Lors de 
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la différenciation des LTs et du réarrangement de leur TCR, il y a apparition de cellules T 
autoréactives dont certaines sont néfastes pour lorganisme et peuvent générer des maladies 
auto-immunes. Le développement dun répertoire de LTs fonctionnel est basé sur la 
spécificité du TCR. Cest un processus effectué au niveau du thymus ; il permet la sélection 
denviron 1 à 2 millions de LTs CD4
+ et CD8+ naïfs par jour dans une souris jeune adulte. La 
sélection thymique génère un répertoire de LTs réactifs contre le non-soi et, lors de cette 
sélection, il y a élimination entre autres des thymocytes les plus autoréactifs : cest la 
tolérance centrale. Enfin, dautres mécanismes existent en périphérie et permettent de tolérer 
les LTs autoréactifs échappant à cette sélection thymique. Je présenterai de façon très 
succincte les mécanismes de tolérance centrale, mon sujet de thèse étant centré sur un 
mécanisme de tolérance périphérique.   
II. La tolérance immunitaire 
A. La tolérance centrale 
Les précurseurs hématopoïétiques sont issus de la moelle osseuse (MO) et migrent dans le 
thymus, organe lymphoïde primaire permettant la génération de LTs matures. Une fois 
matures, ils migrent dans les différents organes lymphoïdes secondaires, principalement les 
ganglions lymphatiques et la rate. Le processus déducation des LTs comporte deux grandes 
étapes : la sélection positive et la sélection négative. 
1. La sélection positive 
Tout dabord les précurseurs T pénétrant dans le thymus passent par 4 stades appelés DN 
(Double-Négatifs) cest-à-dire quils nexpriment pas les co-récepteurs CD4 et CD8. Cest au 
cours du stade DN1 que se détermine lengagement vers la différenciation en LTs ; 
linteraction de Notch avec son ligand Dll-4 est essentielle à ce stade pour le réarrangement 
du TCR et lengagement vers la lignée T (Maillard et al., 2005). Puis, au stade DN2 il y a le 
choix des réarrangements dun TCR ab ou gd,  qui sont initiés par la recombinaison des 
segments D-J (Carpenter and Bosselut, 2010). Dans la continuité de la différenciation, au 
stade DN3, les réarrangements continuent avec la recombinaison des segments V et DJ 
(Krangel, 2009). Enfin, toujours au stade DN3, les thymocytes vont subir la sélection b qui 
consiste à réarranger les gènes de la chaîne b du TCR. À cette étape les thymocytes qui 
possèdent un pré-TCR, composé dune chaîne b fonctionnelle et dune chaîne a invariante, 
recevront des signaux de survie et de prolifération  pour continuer leur route vers la région 
corticale sous-capsulaire. A la suite de cette sélection, les thymocytes sont au stade DN4. Ils 
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initient la co-expression de CD4 et CD8 et passent au stade DP (Double-Positif), c'est-à-dire 
quils acquièrent lexpression des marqueurs CD4 et CD8 puis commencent le réarrangement 
des gènes de la chaîne a du TCR (Figure 1). À ce niveau de maturation, les thymocytes vont 
subir la première grande étape de sélection thymique : la sélection positive.  
Au cours de cette étape, les thymocytes doivent reconnaître, via leur TCR, un complexe 
composé dun peptide du soi associé à une molécule du complexe majeur dhistocompatibilité 
(pCMH) exprimé par les cTECs (cellules Epithéliales Corticales Thymiques). Le rôle des 
interactions avec le CMH est de dicter lavenir des thymocytes DP en LTs CD4 SP (Simple 
Positif) ou CD8 SP mais aussi de définir le répertoire des LTs (Marrack et al., 2008). Le 
devenir des thymocytes DP va dépendre de laffinité du TCR quils expriment pour les 
complexes pCMH. Les thymocytes DP qui possèdent un TCR ne reconnaissant pas de pCMH 
du soi, ou avec une affinité très faible, ne reçoivent pas de signaux de survie et meurent par 
apoptose : cest la mort par négligence (Figure 2). En revanche, les thymocytes possédant un 
TCR avec une affinité minimale pour le complexe pCMH du soi sont sélectionnés 
positivement : ils reçoivent des signaux de survie et ils initient leur engagement vers les 
lignées CD4 ou CD8 selon leur affinité respectivement pour le CMH de classe II ou de classe 
I (Figure 1).  
Le passage du stade DP à SP est complexe et fait encore débat. Le modèle le plus récent a été 
proposé par Alfred Singer. Daprès lui, le signal TCR reçu par les thymocytes DP entraîne 
une diminution de lexpression de CD8 et de la sensibilité à lIL-7. Les thymocytes passent à 
un stade CD4+ CD8faible considéré comme intermédiaire au stade SP. Puis, si le thymocyte 
reconnaît un complexe pCMH de classe II, la perte dexpression de CD8 continue et le 
thymocyte atteint le stade CD4 SP. Tandis que si le thymocyte dont le TCR possède une 
affinité pour le complexe pCMH de classe I alors la perte dexpression du CD8 entraîne une 
déstabilisation du complexe et interrompt le signal TCR. Cela permet de réacquérir une 
sensibilité à lIL-7 qui entraîne la réexpression du CD8 et larrêt de la transcription de CD4 
pour atteindre le stade CD8SP (Brugnera et al., 2000; Singer et al., 2008; Yu et al., 2003). 
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Figure 1 : Schéma récapitulatif du développement des lymphocytes T dans le thymus. 
DN = Double-Négatif, DP = Double-Positif. Issu de (Germain, 2002). 
Lors de ce processus de sélection, il y a génération de clones autoréactifs plus ou moins affins 
pour le soi. Les thymocytes continuent leur voyage au sein du thymus pour atteindre la zone 
médullaire appelée médulla où se déroule la deuxième grande étape de la sélection thymique : 
la sélection négative. 
2. La sélection négative 
La médulla est essentiellement constituée de mTECs (Cellules Epithéliales médullaires 
Thymiques) et de DCs (Cellules Dendritiques). Les thymocytes SP interagissent avec ces 
différentes CPAs (Cellules Présentatrices dAntigènes) afin de tester leur reconnaissance 
envers les complexes pCMH du soi. Les thymocytes présentant un TCR de forte affinité pour 
le soi sont éliminés par apoptose. Ce phénomène est la délétion clonale (Figure 2). Elle 
permet la délétion des clones fortement autoréactifs qui pourraient être néfastes pour 
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lorganisme. La sélection négative est assurée, en partie, par les mTECs. Elles expriment la 
protéine AIRE (AutoImmune REgulator) qui permet une faible expression dantigènes 
tissulaires périphériques (Tissue Restricted Antigens). Lexpression des TRAs est suffisante 
pour induire une tolérance (Derbinski et al., 2001) et lexpression dAIRE est indispensable 
au bon fonctionnement de la sélection négative chez la souris. En effet, la délétion du gène 
Aire entraîne une diminution de lexpression de nombreux TRAs par les mTECs (Anderson et 
al., 2002). Enfin, chez lhomme, une mutation dAIRE entraîne le développement dune 
maladie autoimmune nommée APECED (Autoimmune PolyEndocrinopathy Candidosis 
Ectodermal Distrophy) (Nagamine et al., 1997).  
 
Figure 2 : Modèle daffinité de la sélection thymique. 
Issu de (Klein et al., 2009). 
Les DCs jouent également un rôle important dans la sélection négative. Il existe 3 types de 
DCs dans le thymus : les DCs périphériques qui migrent dans le thymus, les DCs issues du 
thymus et les DCs plasmacytoïdes (pDCs) (Donskoy and Goldschneider, 2003; Li et al., 
2009). Le rôle des pDCs dans la sélection négative nest pas établi. Les DCs périphériques, 
quant à elles, peuvent charger des antigènes périphériques et migrer dans le thymus afin 
détablir une tolérance envers ces antigènes (Bonasio et al., 2006). Enfin, les DCs issus du 
thymus utiliseraient des processus particuliers. En effet, elles seraient capables de capter les 
antigènes fournis par les mTECS après apoptose : en mourant, les mTECs libèrent des 
vésicules contenant des complexes pCMH qui sont transférés aux DCs thymiques (Humblet et 
al., 1994). Enfin, il a plus récemment été démontré quil pouvait y avoir un échange de 
domaines membranaires intacts contenant des complexes pCMH entre les mTECs et les DCs 
(Millet et al., 2008). Il est à noter dans ces deux processus, que le transfert se fait uniquement 
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dans le sens des mTECs vers les DCs. Les mTECs et les DCs ont donc un rôle primordial 
dans lefficacité de la sélection négative.  
Dautres études indiquent que la sélection négative pourrait se dérouler dans le cortex et être 
orchestrée par les cTECs et les DCs corticales (McCaughtry et al., 2008). Malgré le fait quen 
condition physiologique, dans une souris C57BL/6 non transgénique, lexpression dAIRE 
soit située dans les mTECs, les cTECs peuvent exprimer certains TRAs. De plus, il a été 
prouvé que les cTECs pouvaient exprimer AIRE dans chez les souris déficientes pour la 
protéine RAG2 (Derbinski et al., 2001). Enfin, deux études récentes montrent le rôle des 
cTECs et plus particulièrement des DCs corticales dans la sélection négative. La première 
démontre que les thymocytes autoréactifs sont éliminés même au stade DN, suggérant un rôle 
du cortex dans la sélection négative (Baldwin et al., 2005).  La seconde renforce cette idée en 
montrant que ce sont principalement les DCs corticales qui sont responsables de la sélection 
négative (McCaughtry et al., 2008). Bien quencore débattu, il semble quand même que la 
médulla serait la zone principale de la sélection négative mais quelle peut éventuellement se 
dérouler dans le cortex. 
La sélection thymique permet donc de générer des LTs matures reconnaissant des antigènes 
étrangers mais ayant une faible affinité pour le soi. La plupart des LTs, notamment les plus 
fortement autoréactifs, sont éliminés au cours de la sélection négative, celle-ci nen reste pas 
moins imparfaite et laisse passer des cellules très autoréactives, qui ne sont pas toutes néfastes 
pour lorganisme. En effet, certaines cellules du système immunitaire se développent dans le 
thymus en raison de leur forte réactivité pour le soi. 
3. La sélection agoniste 
Certains thymocytes exprimant des TCRs de forte affinité pour le soi prennent une orientation 
différente du fait de leur forte autoréactivité, comme les iNKT (Moran et al., 2011), les LTs 
intra-épithéliaux naturels CD8aa+ de lintestin (nIEL) (Leishman et al., 2002), les 
lymphocytes Th17 naturels (nTh17) (Marks et al., 2009) et les lymphocytes T régulateurs 
naturels (nTreg). Les lymphocytes T régulateurs (Tregs) sur lesquelles je reviendrai plus 
longuement, sont lobjet principal de cette thèse. Le développement de chaque lignage 
nécessite des facteurs de transcription différents et spécifiques (Figure 3) : le facteur Plzf 
(Promyelocytic leukaemia zinc finger protein) pour les iNKT, RoRgt (Related Orphan 
Receptor) pour les nTh17 et Foxp3 (Forkhead box P3) pour les nTregs. Des études 
supplémentaires seront nécessaires pour mieux caractériser le développement des nIELs.  
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Figure 3 : La sélection positive et la sélection agoniste. Issu de (Stritesky et al., 2012) 
La réactivité des TCR pour les peptides du soi associés aux molécules de CMH de classe II (indiqué 
par l'échelle de couleurs, le vert le plus foncé indiquant le plus auto-réactif) joue un rôle déterminant 
dans le devenir des LTs. Les cellules qui n'expriment pas un TCR, ou qui expriment un TCR avec 
aucune autoréactivité, mourront par négligence. Celles qui ont une faible affinité pour le soi subissent 
la sélection positive pour devenir des LTs CD4+ ou CD8+. Ceux qui ont une trop forte affinité pour le 
soi subissent la délétion clonale afin de préserver la tolérance au soi. Cependant, plusieurs sous-
populations de lymphocytes se développent aussi dans le thymus: les LTs CD8+ ou intra-épithéliaux 
(nIELp), les LTs invariants « Natural Killer »  (iNKT), les nTreg, et les LTs helper naturels 
producteurs dIL-17 (nTh17). Éléments de preuve résumés dans cette étude suggère que ces quatre 
sous-ensembles expérience interactions fortes avec des peptides du soi au cours de leur développement 
(sélection agoniste). Chacun de ces sous-ensembles nécessite des facteurs moléculaires distincts (dont 
certains sont énumérés)  
 
Nous venons de voir que les différentes étapes de la sélection thymique permettent, de 
sélectionner des clones lymphocytaires ayant une réactivité minimale contre le soi, et 
déliminer les LTs les plus auto-réactifs, mais également, de sélectionner des sous populations 
lymphocytaires reconnaissant le soi, pouvant être potentiellement dangereuses (nTh17). 
Certains antigènes ne sont pas exprimés dans le thymus mais uniquement en périphérie et 
dautres sont exprimés que à partir dune période de la vie comme les antigènes de la puberté. 
De plus, les LTconvs CD4+ ou CD8+ auto-réactifs peuvent échapper à la sélection thymique et 
migrer en périphérie, sactiver et déclencher une maladie auto-immune. La sélection thymique 
est donc imparfaite et ne permet pas complètement déviter de sélection des clones auto-
réactifs. Pour limiter cela, dautres mécanismes moléculaires et cellulaires permettent de 
protéger lorganisme contre lactivation des LTs auto-réactifs à la périphérie.  
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B. La tolérance périphérique 
Plusieurs mécanismes ont été mis en évidence pour expliquer la tolérance périphérique. 
Certains sont intrinsèques aux LTs et dautres font intervenir dautres cellules du système 
immunitaire. Ainsi, dans cette partie, je vais décrire principaux mécanismes mis en jeu par le 
système immunitaire pour prévenir le développement de maladies auto-immunes. 
1. Les mécanismes de tolérance périphérique 
a) Lignorance et lanergie 
Lignorance des LTs face aux auto-antigènes est un mécanisme passif (Figure 4a). En effet, 
les auto-antigènes séquestrés dans des zones dites immuno-privilégiées (Alferink et al., 1998), 
cest-à-dire difficiles daccès pour les LTs à létat basal, ou alors exprimés en très faible 
quantité, ne sont pas reconnus et lactivation des LTs auto-réactifs est ainsi évitée (Kurts et 
al., 1998). Dautres mécanismes dits actifs rentrent également en jeu dans la tolérance 
périphérique. Lanergie qui résulte dune activation des LTs en labsence de co-stimulation, 
cest-à-dire, entre autres, la stimulation de CD28 via les molécules de co-stimulations B7.1 
(CD80) et B7.2 (CD86),  est  lun dentre eux. Lanergie a été démontrée pour la première 
fois dans des expériences in vitro. Elle a été décrite comme la conséquence de lengagement 
du TCR sans co-stimulation (Jenkins and Schwartz, 1987). Plus tard, il a été démontré que 
dautres molécules sont impliquées dans linduction de lanergie des LTs, notamment les 
protéines CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4) et PD-1 (Programmed cell Death 1) 
(Figure 4b). En effet, le blocage in vivo des deux molécules CD80 et CD86 exprimées par les 
DCs entraîne une inhibition de la tolérance périphérique (Lane et al., 1996), ce qui nétait pas 
en accord avec les résultats précédents. Cette énigme a été résolue par la découverte de la 
molécule CTLA-4, un homologue de CD28, qui possède une signalisation inhibitrice 
induisant lanergie des LTs (Krummel and Allison, 1995), (Walunas et al., 1996). Une autre 
protéine impliquée dans lanergie des LTs est PD-1. Celle-ci est exprimée plus fortement par 
les LTs anergiques (Lechner et al., 2001). Comme CTLA-4, PD-1 génère un signal inhibiteur 
lors de sa ligation avec ses ligands PD-L1 ou PD-L2 (Programmed cell Death Ligand 1 ou 2). 
Il en résulte une inhibition de la production cytokinique des LTs (Freeman et al., 2000). 
Néanmoins, lignorance et lanergie ne permettent pas lélimination définitive des LTs auto-
réactifs. Lorganisme nest donc pas à labri dune levée de lanergie ou de lignorance. 
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Dautres mécanismes entrent alors en jeu pour linduction de la tolérance périphérique. La 
déviation immune est lun dentre eux et elle intervient après lactivation des LTs. 
b)  La déviation immune 
Après lactivation des LTs auto-réactifs, il peut y avoir une réorientation de la réponse 
immunitaire, vers une réponse non délétère : cest la déviation immune (Figure 4c). Pour se 
différencier en LTs effecteurs, un LTnaïfs doit recevoir plusieurs signaux : le signal TCR, les 
signaux de co-stimulations et le signal cytokinique. Ce troisième signal est très important pour 
lorientation du LT car le choix de la lignée effectrice va dépendre du signal reçu. En effet, 
lIL-12 et lIFN-g induisent vers une différenciation de type Th1 alors que lIL-4 va favoriser 
la différenciation Th2. Une fois différenciés, les LTs effecteurs sont de gros producteurs de 
cytokines et de manière intéressante certaines de ces cytokines sont capables dinhiber la 
différenciation en Th des LTnaïfs. Par exemple, lIL-4 produite par les Th2 inhibe la 
différenciation Th1 tandis que lIFN-g inhibe la différenciation Th2. De nombreuses maladies 
auto-immunes ont été associées à une réponse de type Th1 comme le diabète de type 1 ou la 
sclérose en plaques. Ainsi, le changement ou une différenciation Th2 a permis dexpliquer, 
dans plusieurs modèles dauto-immunités Th1 dépendants comme lEAE (Experimental 
Autoimmune Encephalomyetis) (Young et al., 2000) ou le diabète de type 1 chez la souris 
NOD (Non Obese Diabetic) (Bradley et al., 1999), la diminution des symptômes de la 
maladie. La présence de cytokines immuno-régulatrices comme le TGFb (Transforming 
Growth Factor) peut provoquer cette déviation immune. En effet, lexpression du TGFb dans 
les îlots pancréatiques dune souris NOD protège celle-ci du diabète en favorisant la 
présentation des antigènes par les macrophages, ce qui provoque une réponse immunitaire 
déviée majoritairement vers une réponse Th2 (King et al., 1998).  
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Figure 4 : Mécanismes de tolérance périphérique. 
Issu de (Walker and Abbas, 2002) 
c) La délétion 
Il existe un autre mécanisme actif de tolérance périphérique : cest la délétion clonale (Figure 
4d). En effet, lorsquun LT est activé, il exprime la protéine Fas (Fatty Acid Synthase) 
(CD95) et lorsquil rencontre des cellules exprimant son ligand, FasL (Fas Ligand), le plus 
souvent exprimé par les CPAs (Cellules Présentatrices dAntigènes), Fas induit un signal 
dapoptose à la cellule (Suda et al., 1993). Il a été démontré, dans un autre modèle de souris 
transgénique pour un TCR de spécificité connu, que linjection du peptide reconnu entraîne la 
mort cellulaire des LTs après activation uniquement en présence de Fas (Singer and Abbas, 
1994). Enfin, pour conclure, notons que FasL est exprimé dans les sites immuno-privilégiés 
tels que la chambre antérieur de lil, ce qui permet déliminer les LTs ayant passé la barrière 
protégeant le site (Griffith et al., 1995). Dans un modèle de cross-tolérance dans lequel les 
cellules b du pancréas expriment lOVA, une autre voie moléculaire peut être mise en jeu 
dans la délétion de clones auto-réactifs. En effet, il a été démontré que les DCs drainant le 
pancréas pouvaient cross-présentées les antigènes issus du pancréas et induire une cross-
tolérance. Linjection de LTs CD8+ OT-I induit dans un premier temps leur activation et leur 
prolifération puis dans un second temps leur délétion. Cette délétion est médiée par le facteur 
pro-apoptotique Bim qui induit lapoptose de ces LTs CD8+ OT-I transférés (Davey et al., 
2002) 
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2. Les mécanismes impliquant dautres cellules immunitaires 
a) Les cellules dendritiques tolérogènes 
Les DCs ont un rôle crucial comme régulateur des réponses innée et adaptative : ce sont des 
CPAs professionnelles capable dacquérir, de traiter et de présenter les antigènes aux LTs. 
Elles se différencient en fonction de lenvironnement et des signaux quelles reçoivent comme 
la présence dagents pathogènes ou la présence de tissus endommagés. Cette étape permet 
leur maturation et leur migration des tissus périphériques vers les organes lymphoïdes 
secondaires, ainsi que linduction des réponses lymphocytaires T. Inversement, les DCs sont 
également cruciales au maintien de la tolérance périphérique. Il existe plusieurs types et sous-
populations de DCs tolérogènes. Tout dabord, les iDCs qui représentent les DCs immatures, 
présentent les antigènes sans exprimer les molécules de co-stimulation. Elles induisent, de ce 
fait, lanergie des LTs (Maldonado and von Andrian, 2010). Parmi les cDCs (DCs 
conventionnelles), définies chez la souris comme exprimant fortement CD11c, il y a 3 sous-
populations pouvant être tolérogènes : les DCs CD8a+, les DCs CD4+CD8- et les DCs double-
négatives CD4-CD8- (Morelli and Thomson, 2007). Puis, dautres sous-populations ont été 
décrites comme étant tolérogènes : les pDCs, les DCs CD103+, ou les cellules de Langherans. 
Lensemble de ces populations peuvent et sont capables dacquérir toutes les caractéristiques 
dune DC tolérogène (Tableau 1) et donc de participer à la tolérance périphérique. Parmi les 
caractéristiques dune DCs tolérogène, il y a la capacité dinduire des cellules T suppressives. 
En effet, selon le signal tolérogène quelles reçoivent et qui les différencient, elles induisent 
différentes type de Tregs. Par exemple, les cellules de Langherans génèrent des Tregs CD4+ 
CD25+ Foxp3+ lorsquelles sont en contact avec le 1.25D3 (produit de la dégradation de la 
vitamine D3) alors que les DCs dermiques vont induire des LTs CD4+CD25- Foxp3- 
producteur dIL-10, les Tr1 (van der Aar et al., 2011). Les pDCs peuvent aussi induire des 
Tregs Foxp3+ dans différentes situations : dans un cas, être impliquées dans létablissement 
dune tolérance orale (Goubier et al., 2008) ou dans un autre, dans la prévention du rejet de 
greffe (Ochando et al., 2006). Ainsi, nous venons de voir que les DCs sont capables dinduire 
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Quelles sont les caractéristiques d'une DC tolérogène? 
1) Faible expression à la surface des molécules de CMH et des molécules de co-stimulations 
CD80/CD86 
2) Faible production d'IL-12p70 et forte production d'IL-10 et d'IDO (Indoleamine 2,3-
Dioxygenase) 
3) Résistantes à la maturation en réponse à des signaux de danger (ligands des TLRs par 
exemple) 
4) Capables de générer, sélectionner et/ou faire proliférer des Tregs naturels (nTregs) ou des 
Tregs induites (iTregs) 
5) Capables de promouvoir la mort apoptotique des LTs effecteurs 
6) Capables de répondre à l'interaction avec les Tregs en augmentant leur production de 
molécules anti-inflammatoires 
7) Capables de migrer dans la zone T des organes lymphoïdes secondaires grâce a 
l'expression de récepteurs aux chimiokines 
8) Résistantes à la mort par les NKs ou les LTs 
 
Tableau 1 : Caractéristiques des cellules dendritiques tolérogènes.                                    
Daprès (Morelli and Thomson, 2007) 
 
Mais, en périphérie, il existe beaucoup dautres types de cellules suppressives capables 
dinhiber les LTs auto-réactifs et dinduire une tolérance périphérique. Elles ont également un 
intérêt thérapeutique car elles sont capables de transférer cette tolérance à dautres receveurs. 
b) Les lymphocytes T suppresseurs 
Il existe une grande variété de lymphocytes T exhibant des capacités régulatrices (Shevach, 
2006), capables de moduler les réponses immunitaires. Beaucoup détudes ont été menées 
afin de comprendre les mécanismes dinduction des lymphocytes suppresseurs afin de 
pouvoir les utiliser en immunothérapie. Certaines de ces cellules sont générées au niveau du 
thymus (iNKT, nTregs, LTs CD8aa+). Dautres se différencient à la périphérie. Selon le 
contexte environnemental, linduction de ces cellules est dépendante des antigènes présentés 
par les différentes CPAs et des cytokines environnantes. Je mattarderai ici sur quelques 
populations de LTs régulateurs et je développerais plus en détail dans une seconde partie les 
Tregs CD4+ exprimant le facteur de transcription Foxp3. 
Ø Les lymphocytes T CD8+ régulateurs 
Les LTs CD8+ jouent un rôle ambivalent dans les maladies auto-immunes. Ils peuvent, en 
effet, être des effecteurs pathogéniques ou bien des régulateurs négatifs. Il est connu, depuis 
les années 70, que des cellules T régulatrices CD8+ existent : ce sont même les premières 
décrites dans la littérature (Cantor and Boyse, 1975). Longtemps tombées dans loubli, elles 
sont réactualisées au début des années 90 grâce à deux études menées dans le modèle dEAE 
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(Jiang et al., 1992; Koh et al., 1992). Ces études montrent que lorsquon élimine les LTs 
CD8+ avant une deuxième immunisation contre la protéine MBP (Myelin Protein Basic), les 
souris ne sont plus protégées et développent de nouveau lEAE. Depuis, dautres équipes ont 
démontré limportance des lymphocytes T régulateurs CD8+ dans la tolérance immunitaire et 
dans de nombreuses pathologies auto-immunes chez la souris et lhomme (Filaci et al., 2011; 
Pomie et al., 2008). Comme pour les LTs CD4+, il existe plusieurs types de lymphocytes T 
régulateurs CD8+ utilisant des mécanismes de suppression similaires aux Tregs CD4+ (Figure 
5) (Pomie et al., 2008; Tsai et al., 2011). Je ne présenterais brièvement que les lymphocytes T 
régulateurs CD8+ les mieux caractérisés.  
 
Figure 5 : Mécanismes de suppression des lymphocytes T régulateurs CD8+ 
Issu de (Tsai et al., 2011) 
Tout dabord, il existe les lymphocytes T régulateurs CD8+ Qa-1 restreintes. Qa-1 est une 
molécule du CMH de classe Ib. Son rôle dans lauto-immunité a été démontré chez les souris 
déficientes pour Qa-1. En effet, ces souris sont plus sensibles au développement de lEAE ce 
qui est associé à une plus forte réponse CD4 pathogénique lors dune immunisation avec des 
peptides du soi (Hu et al., 2004). Plus récemment, une étude a démontré que ces Tregs 
limitent le déclenchement dun lupus érythémateux disséminé en inhibant les LTs Tfh 
(lymphocytes T folicular helper) (Kim et al., 2011a). Parmi les autres lymphocytes T 
régulateurs CD8+ décrits, on peut citer les lymphocytes T régulateurs CD8+ CD122+ qui 
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jouent un rôle dans lhoméostasie des LTs et la prévention de lEAE (Rifa'i et al., 2004), (Lee 
et al., 2008) via la production dIL-10. 
Les LTs CD8+ CD28- et les LTs CD8aa+ intra-épithéliaux (IELs) protègent contre le 
développement de la colite (Menager-Marcq et al., 2006; Poussier et al., 2002) grâce à leur 
production dIL-10 et de TGFb. Enfin, les lymphocytes T régulateurs CD8+ CD25+ présentent 
de fortes similitudes avec leurs homologues CD4+, les Tregs CD4+ CD25+, car ils expriment 
les protéines GITR, CTLA-4, ainsi que le facteur de transcription Foxp3, et sont capables 
dinhiber la prolifération des LTs conventionnels in vitro (Bienvenu et al., 2005). Enfin, il y a 
eu de nombreuses caractérisations dautres sous-populations de lymphocytes T régulateurs 






In vivo : Administration 
orale de MBP TGF-b 
In vivo : Protection contre l'EAE 
(Lider et al., 1989) 
(Miller et al., 1992)  
CD8+ CD75s+ 
In vivo : Administration 
orale d'OVA 
  
In vivo : Inhibition des réponses 
Anticorps et T 
(Kapp et al., 1995) 
(Zimring et al., 
2003)  
CD8+ CD25+  In vitro : cellules épithéliales 
pigmentaires de l'iris 
TGF-b 
In vitro : Inhibition de la 
prolifération des LTs répondeurs 
(Sugita et al., 2006)  
CD8+ CD11c+ 
In vivo : Activation de 4-
1BB IFN-g 
In vivo/In vitro : Inhibe les 
réponses T 
(Myers et al., 2003) 
(Myers et al., 2005) 
CD8+ Foxp3+ In vitro : OVA, TGF-b TGF-b 
In vitro : Inhibition de l'activation 
des LTs 
(Kapp et al., 2006) 
In vivo : Retarde le rejet d'une 
allogreffe cardiaque 
CD8+ Foxp3+ 
In vivo : Administration i.v 
d'Ig couplé à un peptide TGF-b 
In vitro : Inhibition de l'activation 
des LTs et LBs 
(Hahn et al., 2005) 
In vivo : Empêche l'apparition du 
lupus 
(Singh et al., 2007) 
(Singh et al., 2008)  
CD8+ restreinte 
à Qa-1 
In vivo : vaccination 
  
In vitro : Inhibition de la 
prolifération des LTs 
(Hu et al., 2004) 
  
In vivo : Empêche l'apparition de 
l'EAE 
(Tang et al., 2007) 
Tableau 2 : Les différents lymphocytes T régulateurs CD8+.  
Daprès (Pomie et al., 2008)  
Bien que, plusieurs populations de lymphocytes T régulateurs CD8+ aient été identifiées, 
certaines sont phénotypiquement et fonctionnellement très bien caractérisées. Mais, un effort 
majeur reste à fournir pour mieux définir leurs mécanismes effecteurs, leurs spécificités et 
leurs fonctions physiologiques. 
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Ø Les lymphocytes T CD4+ Tr1 
En 1994, léquipe de Maria-Grazia Roncarolo a mis en évidence une nouvelle population de 
LTs qui produisent de grandes quantités dinterleukine 10 (IL-10), qui est une cytokine anti-
inflammatoire. Ces cellules produisent peu dIL-2, pas dIFNg ni dIL-4. Plus tard, ces 
cellules ont été mieux caractérisées et la même équipe a démontré quelles pouvaient être 
induites en ajoutant de lIL-10 exogène lors dune stimulation in vitro. Ces cellules sont, entre 
autre, capables de prévenir lapparition de colite in vivo (Groux et al., 1997). Elles sont 
appelées lymphocyte T régulateur de type 1 (Tr1) et nexpriment pas le facteur de 
transcription Foxp3. Très récemment, son équipe a pu identifier deux marqueurs permettant 
de caractériser plus précisément ces cellules grâce a une analyse transcriptomique des Tr1 
humains. En effet, elle a démontré que les cellules Tr1, chez lhomme et chez la souris, co-
exprimaient de façon stable le CD49b et la protéine LAG-3 (Gagliani et al., 2013). 
Ø Les lymphocytes T double-négatifs (LTDN) 
Dautres populations de LTs peu connus ont des capacités régulatrices, notamment les LTs 
CD4-CD8-TCRab+ (LTDN). Ils représentent une petite fraction des LTs périphériques (1 à 
3%). Depuis peu, il a été mis en évidence quils possédaient des fonctions régulatrices. En 
effet, ils peuvent contrôler la prolifération in vitro des LTs CD4+ ou CD8+ et, in vivo, ils 
peuvent prévenir le rejet dune xénogreffe chez la souris (Chen et al., 2005) et jouent un rôle 
dans la régulation de certaines maladies auto-immunes (Priatel et al., 2001). Leur mécanisme 
daction est peu décrit mais il semble quils aient la capacité de récupérer, à la surface des 
CPAs, les complexes pCMH quils reconnaissent via leur TCR, puis de présenter à leur tour 
ces complexes aux autres LTs CD4+ ou CD8+ de même spécificité antigénique. Ces 
interactions induisent lapoptose de ces LTs (Zhang et al., 2000).  
Ø Les lymphocytes NKT 
Il existe dautres cellules T aux capacités suppressives comme les lymphocytes iNKT. Les 
iNKT (ou NKT de type 1) sont des LTs non conventionnels, possédant un TCR restreint à la 
molécule CD1d qui est une molécule du CMH de classe I, présentant des glycolipides. Ces 
lymphocytes expriment des marqueurs des cellules NK comme CD56 ou CD161. Leur TCR 
est composé dune chaîne alpha invariante (Va14-Jb18 chez la souris et Va24-Jb18 chez 
lhomme),  associée à certaines chaînes bêta (Vb2 - Vb7 - Vb8.2 pour la souris et Vb11 pour 
lhomme). Ces cellules reconnaissent des antigènes glycolipidiques, présenté par le CD1d 
(Gapin, 2010). Elles sont impliquées dans linhibition de certaines pathologies auto-immunes 
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comme la polyarthrite rhumatoïde (Miellot et al., 2005), le lupus (Yang et al., 2012) et le 
diabète de type 1 (Lehuen et al., 1998). 
III. Les lymphocytes T régulateurs CD4+ Foxp3+ 
A. Caractérisation  
1. Caractérisation phénotypique 
Il est maintenant clairement établi quil existe une population spécifique de LTs suppressifs 
capables dinhiber très efficacement les réponses immunitaires. Pendant des dizaines 
dannées, ces cellules ont été étudiées, menant à la recherche de marqueurs permettant de les 
caractériser. Lexistence de telles cellules a été suggérée dans le début des années 70 par 
Gershon et Kondo (Gershon and Kondo, 1970) (Gershon and Kondo, 1971) et très étudiées 
dans les années 80. Cependant, il navait pas identifié de marqueurs pour les caractériser. Puis 
en 1982, Shimon Sakaguchi a montré quune souris thymectomisée à lage de 3 jours 
développait un syndrome auto-immun (Sakaguchi et al., 1982b) et que les LTs étaient la cause 
de cette maladie (Sakaguchi et al., 1982a).  
La poursuite de ses travaux la amené à démontrer que lon pouvait prévenir la pathologie par 
un transfert de splénocytes ou de thymocytes syngéniques. De plus, il a identifié les 
splénocytes responsables comme étant CD5fort CD8- et a ainsi pu conclure que les cellules T 
suppressives, dans ce système, étaient des LTs CD4+. En 1985, il a mis au point un second 
modèle détude de la tolérance consistant à injecter des LTs CD4
+ CD5faible dans des souris 
athymiques. Ce protocole entraîne également de multiples pathologies auto-immunes et la co-
injection de LT CD4+ CD5fort permet dempêcher le développement de ces pathologies 
(Sakaguchi et al., 1985). Quelques années plus tard, Fiona Powrie transféra des LT CD4+ 
CD45RBfort dans des rats athymiques et observa que cela déclenchait une colite auto-immune. 
De la même façon que le Pr. Sakaguchi, elle observa que le co-transfert de LTs CD4+ 
CD45RBfaible prévenait lapparition de la maladie (Powrie and Mason, 1990). Ces différentes 
études ont démontré quil existe une population de LT CD4+ suppresseurs et que leur absence 
peut déclencher des pathologies auto-immunes. Toutefois, les marqueurs CD5 et CD45RB les 
caractérisant à lépoque sont également exprimés par une large fraction des LTconvs, ce qui 
compliquait linterprétation de ces résultats. 
Le Pr. Sakaguchi a continué létude de ces LTs CD4
+ suppresseurs. En 1995, il a proposé la 
protéine CD25 (chaîne a du récepteur à lIL-2) comme marqueur des Tregs. Les LTs CD4+ 
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CD25+ représentent environ 10% des LT CD4+ périphériques dans les organes lymphoïdes 
chez la souris et la plupart de ces LTs sont CD5fort et CD45RBfaible. Comme dans les études 
précédentes, linjection de LTs CD4
+ CD25- dans une souris athymique déclenche une auto-
immunité multiple qui peut être prévenue par la co-injection de LTs CD4+ CD25+. Ainsi, le 
marqueur CD25 semble être un bon marqueur des Tregs. Malgré le fait que les LTconvs 
expriment CD25 lors de leur activation, ils lexpriment à un niveau plus faible que les Tregs 
(Kuniyasu et al., 2000). Dautre part, lexpression de CD25 par les LTconvs activés est 
transitoire alors quelle est constitutive et stable chez les Tregs (Fisson et al., 2003). Depuis 
cette découverte, beaucoup déquipes ont mené des études afin de mieux caractériser les 
Tregs CD4+ CD25+. Ainsi, léquipe dEthan Shevach a été la première à démontrer le pouvoir 
suppresseur des Tregs CD4+ CD25+ in vitro : lorsque ces Tregs sont co-cultivés avec des 
LTconvs CD4+ CD25- en présence danti-CD3, ils inhibent la prolifération des LTconvs et 
leur capacité à produire de lIL-2 (Thornton and Shevach, 1998). Cette expérience est 
devenue le modèle in vitro classique pour tester les capacités suppressives des Tregs. 
Dorénavant jutiliserais le terme Tregs pour parler des LTs CD4
+ CD25+.  
La découverte de CD25 comme marqueur des Tregs a permis une étude plus extensive de ces 
cellules et notamment la mise en évidence dautres marqueurs exprimés par les Tregs. CTLA-
4 est exprimé constitutivement par les Tregs et joue un rôle important dans leurs fonctions 
suppressives in vitro et in vivo (Read et al., 2000; Takahashi et al., 2000; Wing et al., 2008). 
La protéine membranaire GITR a également été identifiée comme un marqueur des Tregs 
(Shimizu et al., 2002). Puis, au cours des années suivantes, dautres marqueurs exprimés par 
les Tregs se sont ajoutés à la liste (Tableau 3). Néanmoins, les marqueurs CD25, CTLA-4 et 
GITR sont également exprimés par les LTconvs lors de leur activation. La quête dun 
marqueur spécifique des Tregs permettant de les discriminer par rapport aux LTconvs nétait 






 - 23 - 
Marqueurs Commentaires Références 
CD103+ 
Définis les Tregs effecteurs/mémoires capable de produire de 
l'IL-10 et permet le "homing" des Tregs dans la peau et les 
muqueuses  
(Lehmann et al., 2002)  
(Banz et al., 2003) 
CCR6+ 
Définis les Tregs effecteurs/mémoires capable de produire de 
l'IL-10 avec un tropisme pour le colon 
(Kleinewietfeld et al., 
2005) (Kitamura et al., 
2010)  
CD127-/faible 
Les Tregs murins expriment faiblement le CD127 mais son 
expression est augmentée après activation in vitro et in vivo 
(Cozzo et al., 2003) 
(Simonetta et al., 2010)  
ICOS+ 
Exprimé par la plupart des Tregs et définis les Tregs les plus 
suppressifs avec des caractéristiques Th1 et Th17 
(Burmeister et al., 2008) 
(Vocanson et al., 2010)  
LAG-3+ 
Exprimé par les Tregs activés et participe à leurs fonctions 
suppressives 
(Huang et al., 2004) 
CD39+ 
Constitutivement exprimé par les Tregs et participe à leur 
fonction suppressive 
(Borsellino et al., 2007)  
TNFR2+ 
Principalement exprimé par 30-40% des Tregs  périphériques 
très suppressifs  et environ 80% des Tregs thymiques. 
(Chen et al., 2007b)                         
(Chen et al., 2008b) 
Tableau 3: Phénotype des Tregs. Daprès (Chen and Oppenheim, 2011) 
2. Foxp3 : le marqueur spécifique ?  
Des avancées dans la génétique du syndrome IPEX (Immune Dyregulation, 
Polyendocrinopathy, X-linked syndrome) ont permis de mettre en évidence que les patients 
souffrant de cette pathologie auto-immune ont une mutation du gène FOXP3 (Bennett et al., 
2001). Toujours en 2001, cette observation a été confirmée chez la souris Scurfy qui est un 
modèle animal dIPEX (Brunkow et al., 2001). Puis, la découverte du gène Foxp3 a permis à 
deux groupes de démontrer que ce facteur de transcription est exprimé spécifiquement par les 
Tregs CD4+ CD25+ chez la souris (Fontenot et al., 2003; Hori et al., 2003). Dans leurs études, 
les auteurs montrent que linjection de Tregs CD4+ CD25+ guérit les souris déficientes pour 
lexpression de Foxp3 (Foxp3
-/-) de leur pathologie auto-immune. Lexpression forcée de la 
protéine Foxp3 dans des LTconvs leur confère des fonctions suppressives in vitro et in vivo. 
Des LTconvs ainsi modifiés présentent alors beaucoup de caractéristiques des Tregs 
(Fontenot et al., 2003; Hori et al., 2003).  
Le problème majeur rencontré pour étudier les Tregs Foxp3+ est que Foxp3, en tant que 
facteur de transcription, est localisé dans le noyau. Il était impossible de purifier des Tregs 
« vivants » sur la base de ce nouveau marqueur. Ce problème a été résolu par le groupe 
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dAlexander Rudensky qui a développé des souris transgéniques dans lesquelles lexpression 
de Foxp3 est corrélée à celle de la GFP (Green Fluorescent Protein) (Fontenot et al., 2005b). 
Léquipe de Richard Flavell a développé le même type de souris, mais cette fois, lexpression 
de Foxp3 est corrélée a celle de la RFP (Red Fluorescent Protein) (Wan and Flavell, 2005). 
Ces nouveaux outils ont permis de grandes avancées dans létude de la biologie des Tregs.   
Entre autres, des études transcriptomiques ont été menées par plusieurs équipes pour établir la 
signature moléculaire des Tregs. Des Tregs triés sur la base de la GFP ou de lexpression de 
CD25 à partir de cellules déficientes ou non pour lexpression de Foxp3 ont été comparés à 
des LTconvs (Fontenot et al., 2005b; Hill et al., 2007). Ce qui ressort de ces études, cest que 
la signature transcriptionnelle des Tregs nest que partiellement dépendante de Foxp3. Dautre 
part, lutilisation de souris où lexpression de Foxp3 est atténuée ou remplacée par la GFP a 
permis de démontrer que Foxp3, bien que participant au phénotype, aux fonctions et à 
lhoméostasie des Tregs (Gavin et al., 2007; Lin et al., 2007; Wan and Flavell, 2007), nest 
pas le seul facteur responsable des caractéristiques spécifiques des Tregs.  
Dautres études ont montré que la délétion de Foxp3 dans des LT CD4+ CD25- ne change ni 
leur seuil dactivation, ni leur phénotype, ni leurs caractéristiques par rapport à des LTconvs 
sauvages (Hsieh et al., 2006). Il semble donc que la fonction de Foxp3 se limite aux Tregs. 
Une étude du groupe de Rudensky a permis de montrer que les Tregs Foxp3+ sont des cellules 
suppressives, quils expriment CD25 ou non. Des études complémentaires sur le rôle de 
Foxp3 ont été menées grâce à lutilisation de souris déficientes pour lexpression du gène 
Foxp3 (Foxp3null). Comme la souris Scurfy, les souris Foxp3null développent des atteintes 
auto-immunes au niveau de plusieurs organes. Linjection de Tregs CD4+ CD25+ 2 jours 
après la naissance permet de prévenir lapparition de ces pathologies (Fontenot et al., 2003). 
Dautres outils ont permis détudier limpact des Tregs dans lorganisme. Notamment, les 
souris exprimant le récepteur à la toxine diphtérique (DTR) humaine sous le contrôle du 
promoteur du gène Foxp3 (DEREG et Foxp3DTR). Dans ces souris, toutes les cellules 
exprimant Foxp3 vont également exprimer le DTR. Linjection de la toxine diphtérique 
permettra la déplétion sélective et transitoire des cellules exprimant le facteur de transcription 
Foxp3. Ainsi, il a pu être démontré que ces souris développent le même type de syndrome 
auto-immun deux à trois semaines après ablation des Tregs Foxp3+ (Kim et al., 2007; Lahl et 
al., 2007).  
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Il est possible que dautres populations cellulaires soient touchées par linjection de la toxine 
diphtérique et que cela perturbe le développement et la fonction des Tregs, mais, il a été 
observé que la délétion du gène Foxp3, dans dautres populations cellulaires comme les 
cellules de lépithélium thymique, les DCs (Liston et al., 2007) ou encore les macrophages 
(Josefowicz et al., 2012a), ne modifiait pas le développement et la fonction des Tregs. Ces 
études renforcent la spécificité de Foxp3 dans les Tregs. Toutefois, lexpression de Foxp3 a 
pu être observée dans dautres cellules immunitaires, notamment dans les iNKT murins et 
humains (Monteiro 2010 JI). Il a également été observé, une expression transitoire de Foxp3 
par les LTnaïfs lors de leur activation chez lhomme (Miyara et al., 2009) et chez la souris 
(Miyao et al., 2012). 
Lensemble des résultats obtenus à ce jour montre que les Tregs CD4+ Foxp3+ ont une 
importance fondamentale dans la tolérance périphérique et que Foxp3 joue un rôle clé dans la 
biologie des Tregs. Néanmoins, Foxp3 semble ne pas être lunique acteur conférant aux Tregs 
leur rôle régulateur.  
B. Ontogénie des Tregs CD4+ Foxp3+ 
Dans la littérature, sont décrits deux types de Tregs selon leur origine : les Tregs naturels 
(nTregs) qui ont pour origine le thymus et les Tregs dits induits (iTregs) qui se différencient 
en périphérie à partir de LTs CD4+ naïfs. 
1. Ontogénie des nTregs 
Lidée dune origine thymique des Tregs a été proposée suite aux expériences de 
thymectomie néo-natale du groupe de Shimon Sakaguchi. En effet, les souris thymectomisées 
à J3 développent un syndrome auto-immun du fait de labsence de Tregs à la périphérie, ces 
derniers ne migrant à la périphérie quà partir de J4 (Asano et al., 1996). Mais, léquipe 
dAntonio Bandeira a démontré en 2004 que des nouveau-nés âgés de 3 jours possédaient, 
déjà à la périphérie des LTs CD4+ CD25+ exprimant faiblement le gène Foxp3. De plus, 
létude met en avant que des Tregs CD4
+ CD25+ fonctionnels sont présents dans une souris 
adulte thymectomisée à J3 (Dujardin et al., 2004). Il semble donc, que dès le début de la 
production thymique chez le nouveau-né, il y ait apparition de Tregs qui migrent en 
périphérie. De nombreuses études ont été donc menées afin de mieux caractériser le 
développement thymique des nTregs. Plusieurs composantes importantes ont été mises en 
avant comme nécessaires à leur différenciation. 
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a)  Le signal TCR 
Limportance du signal TCR dans la différenciation des nTregs a été mise en évidence avec 
lutilisation de souris transgéniques pour un TCR spécifique de la myéline et déficientes pour 
lexpression de la protéine RAG2. Ces souris TCR transgéniques RAG2
KO ne possèdent pas 
de Tregs. Elles développent des lésions inflammatoires au niveau du cerveau (modèle 
dEAE), tandis que les souris exprimant la protéine RAG2, et de ce fait des TCRs endogènes, 
ne déclenchent pas la maladie (Lafaille et al., 1994; Olivares-Villagomez et al., 1998). Ces 
observations ont été confirmées par dautres expériences : les thymocytes exprimant un TCR 
transgénique pour un ligand, exprimé dans le thymus grâce à un autre transgène, se 
différencient en Tregs Foxp3+, ou sont éliminés par sélection négative (Apostolou et al., 2002; 
Jordan et al., 2001). Ces résultats suggèrent fortement quune forte affinité du TCR pour le 
 soi est nécessaire à la génération des Tregs dans le thymus (Figure 6). 
 
Figure 6 : Modèle daffinité du TCR pour le développement des nTregs.   
 Daprès (Hogquist and Moran, 2009) 
Lutilisation de souris transgéniques exprimant une chaîne b du TCR invariante a permis 
dobserver la large diversité des chaînes a du TCR des Tregs et donc de leur répertoire. Seule 
une homologie partielle avec le répertoire des LTconvs a pu être notée (Hsieh et al., 2004; 
Wong et al., 2007). Dautre part, des LTconvs, transférés dans un hôte lymphopénique, 
exprimant un TCR transgénique issu de Tregs prolifèrent fortement et induisent une 
pathologie auto-immune. Ces derniers résultats peuvent indiquer que les LTconvs 
transgéniques ont été activés par des auto-antigènes en périphérie (Hsieh et al., 2004).  
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Une affinité intermédiaire à forte du TCR pour le soi semble donc indispensable au 
développement des nTregs. La quantité de lantigène semble également jouer un rôle. En 
effet, il a été démontré que lorsquon diminuait lexpression de lantigène ou bien 
lexpression des molécules du CMH de classe II par les mTECs, on favorisait lapparition de 
nTreg (Hinterberger et al., 2010; Picca et al., 2009). Ainsi, une faible concentration 
dantigène est suffisante pour le développement des Tregs sans déclencher la sélection 
négative. Il a également été démontré que pour une quantité importante dantigènes, les 
nTregs, malgré leur meilleure résistance à la délétion clonale, finissent par êtres éliminés 
(Shih et al., 2004; van Santen et al., 2004). Les nTregs, bien que de forte affinité pour le soi, 
sont néanmoins soumis à la sélection négative. Ces études suggèrent donc quune quantité 
limitée dantigène et une forte affinité pour les complexes pCMH du soi, sont deux conditions 
nécessaires pour la génération des nTregs.  
Enfin, dautres études ont mis en avant limportance de la force du signal TCR dans la 
génération des Tregs. En particulier, le groupe de Kristin Hogquist a montré que lexpression 
de Nur77 était directement liée à lintensité du signal TCR. Lexpression de Nur77 est bien 
plus forte dans les thymocytes exprimant Foxp3 que dans les autres thymocytes (Moran et al., 
2011).  
En conclusion laffinité du TCR pour le soi et lintensité du signal TCR sont primordiales 
dans la différenciation des nTregs (Figure 7).  
 
Figure 7 : Importance du signal TCR dans la différenciation des nTregs.  
Daprès (Hsieh et al., 2012) 
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b) Les signaux de co-stimulations 
La molécule de co-stimulation CD28 a un rôle dans le développement des nTregs. En effet, 
les souris déficientes pour lexpression de la protéine CD28 (CD28KO) présentent des 
proportions de Tregs thymiques et périphériques très faibles, voire nuls (Lohr et al., 2004; 
Salomon et al., 2000; Tang et al., 2003). Mais, très récemment une équipe a créé un modèle 
de souris Foxp3YFP-CreCD28flox/flox, dans lequel seuls les Tregs sont déficients pour 
lexpression de la molécule CD28. Etonnamment, ces souris présentent un nombre normal de 
Tregs dans le thymus. Toutefois, elles développent une auto-immunité sévère due à un défaut 
de survie et de prolifération des Tregs en périphérie (Zhang et al., 2013). Dautres études 
récentes indiqueraient plutôt un rôle de CD28 dans la maturation lors du développement 
thymique des nTregs (Hinterberger et al., 2011), dans leur survie (Lio et al., 2010) et dans 
linduction de Foxp3 via laxe Lck (Tai et al., 2005).  
Les interactions CD40-CD154 ont également un rôle dans lexpansion des nTregs dans la 
médulla thymique. En effet, les Tregs au cours de leur développement expriment la molécule 
CD154 qui interagit avec la protéine CD40 exprimé par les DCs et les mTEC. Ces 
interactions favorisent lexpansion des nTregs dans la médulla (Spence and Green, 2008). 
Chez lhomme, les interactions CD40-CD154, via les pDCs thymiques, seraient aussi 
impliquées dans le développement des nTregs (Martin-Gayo et al., 2010).  
Plus récemment, une nouvelle voie de co-stimulation a été découverte pour la génération des 
nTregs. Cette étude révèle limportance des interactions CD27-CD70 dans la régulation de 
lapoptose des nTregs au cours de leur développement. En effet, linteraction de la protéine 
CD27, présente à la surface des Tregs, avec la molécule CD70, exprimée par les mTECs et les 
DCs médullaires, induit des signaux de survie en inhibant les voies apoptotiques 
mitochondriales (Coquet et al., 2013). 
Tous ces résultats révèlent que différentes voies de co-stimulations interviennent, à plusieurs 
niveaux importants, dans le développement des Tregs. 
c) Le rôle de lIL-2 
Les autres signaux essentiels à la différentiation des nTregs sont apportés par les cytokines, 
notamment lIL-2, et dans une moindre mesure lIL-7 et lIL-15. Le récepteur à lIL-2 
possède trois chaînes : a, b et gc respectivement nommées CD25, CD122 et CD132. La 
chaîne gc est commune aux récepteurs à ces 3 cytokines. Les souris déficientes pour lIL-2 
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(IL-2KO) ou déficientes pour CD25 (CD25KO) ont environ 50% de nTregs en moins, tandis 
que labsence des cytokines IL-7 ou IL-15 ne perturbe pas la génération des nTregs. En 
revanche, les souris déficientes pour la protéine CD132 (CD132KO) ne possèdent plus de 
Tregs thymiques ou périphériques. Ces résultats suggèrent un rôle de lIL-2 dans la 
différenciation thymique des nTregs (Burchill et al., 2007; Fontenot et al., 2005a; Vang et al., 
2008).  
Le signal TCR lors de la sélection positive induit une augmentation de lexpression du 
récepteur CD25. Les précurseurs des Tregs Foxp3- CD25fort, ainsi générés, deviennent 
sensibles à lIL-2. La fixation de LIL-2 à ses récepteurs active le facteur de transcription 
STAT5 qui, en se fixant au promoteur de Foxp3, va induire lexpression de celui-ci (Burchill 
et al., 2008; Chen et al., 2013a; Lio and Hsieh, 2008). Pris ensemble, ces résultats montrent 
que la signalisation de lIL-2 joue un rôle important dans le développement des nTregs 
Nous venons de voir que la différentiation thymique des Tregs nécessite plusieurs signaux 
simultanés et successifs : les signaux induits par lactivation du TCR, les molécules de co-
stimulation et lIL-2 (Figure 8). Jai développé certains axes impliqués dans le développement 
des nTregs. Dautres facteurs entrent également en jeu dans la différentiation des nTregs, 
notamment la protéine AIRE et les différentes CPAs thymiques ainsi que dautres facteurs 
moléculaires induisant Foxp3 (Figure 8). 
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Figure 8 : Schéma de la différenciation thymique des nTregs.  
Issu de (Lio and Hsieh, 2011)  
d) Les CPAs thymiques et AIRE 
Le signal TCR et les molécules de co-stimulation ont un rôle important dans la sélection 
thymique des nTregs. Le thymus contient un réseau complexe de CPAs qui interviennent à 
différents stades du développement des thymocytes, en général, et des Tregs, en particulier. 
Les premières études suggéraient que le développement des nTregs se déroulait dans le cortex 
(Bensinger et al., 2001). Dautres études ont renforcé cette idée en montrant que des cellules 
Foxp3+ ont été découvertes au stade DP (Fontenot et al., 2005b; Liston et al., 2008b; Wan and 
Flavell, 2005). Toutefois, cette population représente moins de 1% des Tregs thymiques, ce 
qui suggère une implication mineure des cTECs dans la génération des nTregs (Lee and 
Hsieh, 2009).  
Les CPAs médullaires semblent avoir un rôle plus important dans la sélection des nTregs. Il a 
été démontré que la délétion spécifique des molécules du CMH de classe II dans les CPAs 
dorigines hématopoïétiques ou les mTECs nimpacte pas sur le nombre de Tregs générés 
(Aschenbrenner et al., 2007; Hinterberger et al., 2010). Lexpression dun antigène dans lune 
ou lautre de ces CPAs est suffisante pour sélectionner des Tregs spécifiques de cet antigène 
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(Apostolou et al., 2002; Aschenbrenner et al., 2007; Jordan et al., 2001). Ces résultats 
indiquent que les mTECs et DCs médullaires peuvent générer de façon indépendante des 
nTregs. De plus, deux études récentes ont renforcé limportance des mTECs et, plus 
particulièrement, de la région médullaire dans la génération des nTregs.  
Le groupe de Graham Anderson a évalué le rôle des mTECs dans le développement des 
LTconvs et des Tregs en greffant, dans une souris WT, un TOC (Thymus Organ culture) 
généré in vitro à partir dembryons de souris Relb-/-. Ce TOC est dépourvu de mTECs car 
RelB est un facteur de transcription nécessaire au développement de ces cellules. RelB étant 
aussi impliqué dans le développement des DCs, un rôle des DCs dans ce modèle ne peut être 
totalement exclu. Dans ces souris greffées, ils trouvent que le développement des thymocytes 
en LTnaïfs, après la sélection positive, nest pas affecté. En revanche, malgré la présence de 
quelques DCs, le développement des précurseurs Foxp3- CD25+ et des Tregs Foxp3+ CD25+ 
est fortement réduit (Cowan et al., 2013). La seconde étude montre quune absence 
dinteraction entre le  CD27 et le CD70 entraîne une diminution du nombre de nTregs mais 
pas de celui des LTconvs. Cette étape interviendrait après linduction de Foxp3 car la 
génération des précurseurs Foxp3- nest pas affectée. La protéine CD70 est exprimée par les 
mTECs et les DCs CD8a+ et la perte dexpression de cette molécule sur ces deux types 
cellulaires entraîne une forte diminution du développement des nTregs (Coquet et al., 2013). 
Les mTECs et les DCs jouent donc un rôle prépondérant dans le développement des Tregs.  
Toutefois, il reste à déterminer dans quelle mesure les différentes CPAs agissent sur le 
répertoire des Tregs. En effet, les mTECs et les différentes DCs thymiques nont pas la même 
capacité dexpression, de capture et de présentation antigénique dans le thymus (Klein et al., 
2009) (Figure 9). Les mTECs sont susceptibles de présenter les mêmes antigènes tissulaires 
périphériques que les DCs du fait quelles expriment le facteur de transcription AIRE (Mathis 
and Benoist, 2009; Nedjic et al., 2008). Récemment, il a été démontré que le développement 
de Tregs spécifiques dantigènes de la prostate était dépendant de lexpression dAIRE. AIRE 
serait donc impliquée dans la génération de Tregs spécifiques dantigènes du soi (Malchow et 
al., 2013). 
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Figure 9 : Répertoire antigénique présenté par les CPAs médullaires. 
 Daprès (Hsieh et al., 2012) 
Une autre étude sest penchée sur limpact dAIRE dans le développement du répertoire des 
Tregs. Les résultats de cette étude montrent que la présence ou labsence dAIRE ne modifie 
pas lautoréactivité du répertoire TCR des Tregs (Daniely et al., 2010). Des études 
complémentaires sont nécessaires afin de décrypter limpact de cette protéine dans la 
génération des nTregs. 
e) Régulation de lexpression de Foxp3 
Lexpression de Foxp3 est indispensable pour avoir des Tregs fonctionnels en périphérie. 
Comme nous lavons vu, le développement des nTregs est dicté par plusieurs mécanismes et 
certaines voies moléculaires sont indispensables à linduction gène Foxp3.  
Le gène de Foxp3 est situé sur le chromosome X chez lhomme et la souris. Il présente 4 
régions importantes pour son expression : le promoteur et 3 régions non codantes conservées 
au cours de lévolution, les CNS 1, 2 et 3 (Conserved Non-coding Sequences). Ces 3 
séquences non codantes participent à la régulation de lexpression de Foxp3 mais, de façons 
différentes. Le CNS1 est impliqué dans la différenciation en iTregs, le CNS2 ou TSDR (Treg 
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Specific Demethylated Region) est relié à la stabilité de lexpression de Foxp3 et le CNS3 est 
la région initiatrice du processus de différenciation thymique des Tregs.  
Les aspects épigénétiques de ces régions sont importants pour la régulation de la transcription 
du gène Foxp3 (Huehn et al., 2009). La méthylation et lacétylation des histones ou la 
méthylation des motifs CpG sont les principaux mécanismes dépigénétiques qui ont un rôle 
critique dans le contrôle de lexpression des gènes. Dans les Tregs matures, le promoteur de 
Foxp3 est largement déméthylé au niveau des îlots CpG et les histones associées sont 
fortement acétylées (Kim and Leonard, 2007). Cette configuration « ouverte » de la 
chromatine permet laccès des facteurs de transcription AP1, NFAT, NF-kB, STAT5 et Runx. 
Dans un thymocyte CD4SP immature ou dans les LTconvs périphériques le promoteur et le 
CNS2 sont fortement méthylés : la chromatine a donc une conformation « fermée ». Une 
étude récente a montré que, dans ces cellules, la ligase PIAS1 occupe le promoteur et recrute 
des DNA méthyl transférases ainsi que la protéine HP1 (Heterochromatin protein 1) pour 
maintenir létat « fermé » de la chromatine et empêcher lexpression de Foxp3. En 
concordance avec ces résultats, il a été observé que les souris PIAS1-/- possède un nombre 
plus élevé de Tregs (Liu et al., 2010). Le CNS2 est totalement déméthylé au niveau des îlots 
CpG dans les Tregs périphériques tandis que dans les LTconvs et les thymocytes DP il est 
fortement méthylé (Floess et al., 2007). Dans ce cas, le mécanisme impliqué ne requiert pas 
PIAS1 (Toker and Huehn, 2011). Le CNS2 est principalement important pour le maintien 
dune expression stable de Foxp3 et, est peu impliqué dans linduction de lexpression de 
Foxp3 dans le thymus. En effet, cette région nest que partiellement déméthylée dans les 
cellules CD4 SP Foxp3+ (Floess et al., 2007) et lorsque cette région est délétée, la stabilité des 
Tregs est affectée mais pas leur génération dans le thymus (Zheng et al., 2010). En somme, 
beaucoup de résultats montrent que des événements épigénétiques au niveau du promoteur de 
Foxp3 sont indispensables pour permettre aux facteurs moléculaires dinduire la transcription 
de Foxp3. 
Comme nous lavons vu précédemment, il y a 3 grandes voies de signalisation pouvant 
induire Foxp3 dans le thymus : les voies dactivation du TCR et de CD28 ainsi que les voies 
de signalisation induites par les cytokines IL-2. Le rôle du TGF-b dans la différentiation 
thymique est encore débattu, alors quil joue un rôle important dans la différentiation des 
iTregs (Figure 10). 
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Figure 10 : Voies dinduction de Foxp3 dans le développement des Tregs.  
Issu de (Klein and Jovanovic, 2011). 
De façon cohérente avec limportance du TCR et de CD28 dans la différenciation des Tregs, 
les facteurs de transcription en aval de ces molécules, notamment NFAT, NF-kB et AP-1, ont 
été impliqués dans le contrôle de la différenciation des Tregs. En effet, NFAT et AP-1 se lient 
au promoteur de FOXP3 pour réguler lactivité du promoteur chez lhomme (Mantel et al., 
2006). Les deux facteurs de transcription Foxo1 et Foxo3, en se fixant à la région promotrice 
de Foxp3 et au CNS2 induisent également lexpression de Foxp3. De plus, leur absence 
combinée entraîne une très forte diminution du développement des nTregs (Kerdiles et al., 
2010; Ouyang et al., 2010).  
Les signaux TCR/CD28 sont très importants pour linitiation et linduction du gène Foxp3. 
Lorsque les gènes impliqués dans la voie de signalisation induite par le TCR et CD28 et 
conduisant à lactivation de NF-kB sont déficients, on a un profond déficit de différenciation 
thymique des Tregs. Ainsi, des mutations ou délétion de PKCq (Gupta et al., 2008), 
CARMA1 et Bcl10, entraînent un défaut dans la génération des nTregs. En particulier, les 
souris CARMA1KO et BCl10KO ne possèdent pas du tout de Tregs (Barnes et al., 2009; 
Medoff et al., 2009; Molinero et al., 2009; Schmidt-Supprian et al., 2004). Parmi les 
différents membres de NF-kB il a été surtout été démontré que la sous-unité c-Rel joue un 
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rôle critique dans linduction de Foxp3 (Isomura et al., 2009; Ruan et al., 2009). En effet, c-
Rel se fixe au promoteur (Long et al., 2009), au CNS2 (Isomura et al., 2009), et 
principalement au CNS3 (Zheng et al., 2010). Il a été montré par le groupe de Rudensky que 
le CNS3 et c-Rel sont très fortement liés dans linduction de Foxp3 dans le thymus. En effet, 
des résultats très comparables sont obtenus dans les chimères mixtes WT/CNS3-/- ou WT/c-
Rel-/- (Zheng et al., 2010). Cela indique une forte corrélation entre le CNS3 et c-Rel, malgré le 
fait que le mécanisme moléculaire reste à déterminer. Cependant, il serait possible que, suite à 
lactivation de la molécule CD28, c-Rel, en se fixant au CNS3, initie le remodelage de la 
chromatine comme il le fait au niveau du locus de lIL-2 (Rao et al., 2003). Une autre 
possibilité est que c-Rel en se fixant au CNS3 formerait un « enhanceosome » composé entre 
autres de NFAT, Smad et CREB qui se fixeraient au promoteur de Foxp3 et induiraient sa 
transcription (Ruan et al., 2009). Lensemble de ces résultats montrent que lengagement du 
TCR et celui de CD28 initient des voies de signalisation majeures pour lexpression de Foxp3 
lors de la différenciation des Tregs. 
2. Ontogénie des iTregs 
a) Mise en évidence 
Les iTregs ont été mis en évidence pour la première fois par le groupe de J.Lafaille en 2002 
dans un modèle dEAE (Furtado et al., 2002). Par la suite, de nombreuses études ont permis 
de les caractériser. Notamment dans des modèles de tolérance orale par ladministration de 
faibles concentrations dantigènes (Coombes et al., 2007; Mucida et al., 2005). Il a récemment 
été démontré que la génération préférentielle de Tregs spécifiques dantigènes de la flore 
commensale à la périphérie prévaut à la génération de LTs CD4+ effecteurs pathogéniques. 
Ces résultats soulignent limportance dune éducation post-thymique du système immunitaire 
aux antigènes étrangers (Lathrop et al., 2011). Les iTregs participent à la tolérance 
immunitaire mais, peuvent être potentiellement néfastes dans les réponses anti-bactériennes et 
anti-virales ainsi que dans les réponses anti-tumorales (Liu et al., 2007; Nishikawa et al., 
2003). La génération diTregs se faire dans différents contextes environnementaux et 
expérimentaux et leur spécificité antigénique est dirigée contre des antigènes du non-soi ou 
du soi (Bilate and Lafaille, 2012). 
b) Mécanismes de différenciation des iTregs 
La génération diTregs nécessite lactivation du TCR. Une étude à analysé le répertoire TCR 
des LTs Foxp3+ généré après le transfert adoptif de LTs CD4+ Foxp3- dans un hôte 
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lymphopénique. Puis, il a été comparé à celui des Tregs Foxp3+ dune souris non manipulée. 
Les résultats montrent quil y a peu de chevauchement entre le répertoire des iTregs ainsi 
générés et celui des Tregs dune souris non manipulée (Lathrop et al., 2008). De récentes 
études ont démontré que les TCRs exprimés par les Tregs issus de lintestin se distinguent des 
TCRs exprimés par les Tregs provenant des autres tissus ou encore des ganglions 
lymphatiques, et que leurs TCRs reconnaissent des antigènes dérivés de la flore commensale 
(Lathrop et al., 2011).  
Laffinité du TCR pour son ligand joue également un rôle dans linduction diTregs. Ceci a 
été suggéré par le groupe de James Allison lorsquen 2010 il a utilise des peptides 
antigéniques de faible ou forte affinité pour un même TCR, et nobserve pas la même 
efficacité dinduction de Foxp3. En effet, les peptides de haute affinité généraient plus 
efficacement des iTregs Foxp3+ par rapport aux peptides de faible affinité (Gottschalk et al., 
2010). Au sein de notre équipe, nous avons récemment démontré que les LTnaïfs les plus 
affins pour le soi se différenciaient plus efficacement en iTregs in vitro et in vivo (Martin et 
al., 2013) que les LTnaïfs les moins auto-réactifs. Tous ces travaux font ressortir le rôle 
essentiel du signal TCR dans la différenciation des iTregs.  
En plus du signal TCR, linduction de lexpression de Foxp3 dans les LTnaïfs périphériques 
est facilitée par la présence de TGF-b  (Chen et al., 2003; Selvaraj and Geiger, 2007; Zheng et 
al., 2004b). LIL-2, en complément du TGF-b, est également requis pour linduction de 
Foxp3 dans les LTs périphériques in vitro (Davidson and Shevach, 2011). De manière 
intéressante, lIL-2 va limiter la génération de LTs Th17 en présence de TGF-b et va 
promouvoir, via STAT-5, la survie et la division cellulaire des iTregs (Laurence et al., 2007). 
Enfin, le TGF-b, en plus dinduire lexpression de Foxp3, réprime le facteur de transcription 
Gf1-1, qui inhibe la différenciation des LTnaïfs périphériques en iTregs et en LTs Th17 (Zhu 
et al., 2009).  
Le signal TGF-b, associé au signal TCR, permet la différenciation en iTregs grâce à la 
formation du complexe Smad2-3/NFAT, qui se fixe sur le CNS1 du gène Foxp3 (Tone et al., 
2008) (Zheng et al., 2010). Le CNS1 joue principalement un rôle  dans la différenciation en 
iTregs mais peu dans la différenciation thymique des Tregs (Zheng et al., 2010). Le rôle du 
CNS1 dans la différenciation en iTregs a été renforcé par deux études récentes du groupe de 
Rudensky. La première montre dune part que les LTnaïfs délétés de la région du CNS1 se 
différencient très faiblement en iTregs in vitro et, dautre part, que labsence du CNS1 
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entraîne un défaut de génération diTregs nécessaires à la prévention de linflammation des 
muqueuses intestinales et pulmonaires (Josefowicz et al., 2012b). La seconde, démontre que 
des femelles gestantes déficientes pour la région CNS1 présentent une diminution du nombre 
de ftus due à la très faible induction diTregs spécifiques dantigènes paternels (Samstein et 
al., 2012).  
Une autre molécule intervenant dans la génération des iTregs est lacide rétinoïque. Son 
implication a été démontré par léquipe de Yasmine Belkaid dans la lamina propria de 
lintestin grêle où les DCs CD103+, productrices dacide rétinoïque, favorisent la génération 
diTregs (Sun et al., 2007). Lacide rétinoïque va induire la fixation de son récepteur RXR au 
CNS1 et activer lexpression de Foxp3 (Xu et al., 2010).  
Les DCs sont également capables dinduire des iTregs via la production dIDO (Indoleamine 
2,3-dioxygénase). En effet, lIDO catalyse la dégradation du tryptophane en kynurénines qui 
en se fixant sur le récepteur AhR (Aryl hydrocarbon Receptor) favorise la génération diTregs 
tout en inhibant la différenciation Th1 et Th17 (Chen et al., 2008a; Mezrich et al., 2010). 
Nous venons de voir les mécanismes permettant la différenciation de thymocytes immatures 
ou de LTnaïfs périphériques respectivement en nTregs et iTregs. Une fois que les nTregs 
quittent le thymus, ils migrent à la périphérie où ils exercent leur pourvoir suppressif. Les 
Tregs possèdent un véritable arsenal de mécanismes de suppression quils utilisent contre 
plusieurs types cellulaires afin de contrôler les réponses immunitaires. 
 
C. Les fonctions suppressives des Tregs 
1. Mécanismes effecteurs des Tregs 
a) Les cytokines immunosuppressives 
Ø LIL-10 
LIL-10 est une molécule anti-inflammatoire secrétée par plusieurs types cellulaires comme 
les DCs, les LB, les LTconvs, les Tregs etc... Les souris IL-10KO développent une forte 
inflammation au niveau intestinal. Il a également été démontré un rôle important de lIL-10 
dans la prévention dautres pathologies comme les infections mycobactériennes (Kursar et al., 
2007). ou le rejet de greffe (Molitor-Dart et al., 2007). LIL-10 est lune des premières 
cytokines découverte comme impliquée dans les fonctions suppressives des Tregs. En effet, 
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cest en 1999 que le groupe de Fiona Powrie met en évidence le rôle de lIL-10 produite par 
les Tregs dans le contrôle de lIBD (Inflammatory Bowel Disease) induite par le transfert de 
LT CD4+ naïfs dans des hôtes immuno-déficients (Asseman et al., 1999). Contrairement à 
linjection de Tregs issus dune souris WT, linjection de Tregs provenant de souris IL-10KO 
ne permet pas de contrôler la pathologie (Asseman et al., 1999). Plus récemment, léquipe de 
Rudensky a réellement démontré le rôle de lIL-10 secrétée par les Tregs en utilisant des 
souris conditionnelles où lablation de lIL-10 est spécifique aux Tregs. Ces souris ne 
développent pas dauto-immunité systémique mais une IBD, une hyper-sensibilité cutanée et 
une forte inflammation des voies pulmonaires (Rubtsov et al., 2010). Bien quil ait été 
démontré que les Tregs produisent de lIL-10 in vitro en présence dIL-2 (de la Rosa et al., 
2004), elle nest pas impliquée dans la régulation in vitro de la prolifération des LTconvs 
(Shevach, 2006). 
Ces résultats indiquent que lIL-10 produite par les Tregs est importante pour la régulation 
immunitaire dans les muqueuses. 
Ø Le TGF-b 
Le TGF-b est une cytokine immunosuppressive à effet pléiotropique. Les souris déficientes 
en TGF-b ou pour son récepteur développent un syndrome lymphoprolifératif similaire aux 
souris Foxp3null (Marie et al., 2006; Shull et al., 1992). Le TGF-b membranaire peut être 
exprimé à la surface des Tregs et participe à leur fonction suppressive in vitro (Nakamura et 
al., 2001). En particulier, les Tregs activés expriment le complexe LAP/TGF-b et peuvent 
directement participer à la conversion de LTconvs en iTregs (Anderson et al., 2008). Le TGF-
b induit aussi lexpression dIDO dans les DCs augmentant ainsi, via une autre voie, la 
conversion de LTconvs en iTregs (Pallotta et al., 2011). Enfin, le TGF-b joue un rôle 
important dans linduction et le maintien de lexpression de Foxp3 in vivo et in vitro dans les 
nTregs et les iTregs (Chen et al., 2003; Li et al., 2006).  
Lensemble de ces résultats révèle un rôle direct et indirect du TGF-b produit par les Tregs 
dans limmunosuppression. 
Ø LIL-35 
LIL-35 est une cytokine découverte très récemment par léquipe de Dario Vignali. Elle est 
composée de la chaîne a de lIL-12 appelée p35 et de la chaîne b de lIL-27 appelée Ebi3 
(Epstein-Barr virus-induced gene 3). Cette cytokine participe aux fonctions suppressives des 
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Tregs in vitro et in vivo (Collison et al., 2007). De manière intéressante, les Tregs producteurs 
dIL-35 interagissent par contacts avec leurs cibles (Collison et al., 2009) et induisent des 
iTregs, nexprimant pas Foxp3,
  appelés « Tr35 ». Les Tr35 sont également de forts 
producteurs dIL-35 et possèdent des fonctions suppressives (Collison et al., 2010). Toutefois, 
les Tregs déficients pour p35 ou Ebi3 ne sont que légèrement moins fonctionnels in vitro que 
des Tregs « sauvages ». De même, les souris déficientes pour Ebi3 ne développent pas de 
syndrome auto-immun (Collison et al., 2007). Des études complémentaires seraient donc 
nécessaires afin de mieux caractériser le rôle de cette cytokine dans la fonction des Tregs. 
Les cytokines produites par les Tregs sont anti-inflammatoires et immunosuppressives, et 
lexpression de ces molécules augmente lors de lactivation des Tregs. En effet, les Tregs 
fortement activés vont être plus suppresseurs, phénomène amplifié par une boucle de 
régulation positive via lexpression accrue de l'IL-10, du TGF-! et de l'IL-35. Dans un même 
temps, ils vont également induire la différenciation des LTconvs en iTregs, Tr1 et Tr35, 
sécrétant à leur tour des cytokines immunosuppressives (Figure 11). 
 
Figure 11 : Boucles daction des cytokines immunosuppressives produites par les Tregs.  
Issu des (Yamaguchi et al., 2011) 
b) La cytolyse 
Les Tregs peuvent produire ou exprimer à leur surface dautres molécules suppressives 
entraînant la mort des cellules cibles. La molécule principale utilisée par les Tregs pour 
induire la cytolyse est lutilisation des molécules de Granzyme B (GrzmB). Il a été démontré 
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que la voie perforine/granzyme était directement utilisée par les Tregs pour lyser leurs cibles 
(Cao et al., 2007). De plus, léquipe de Sebastian Amigorena a démontré in vivo, dans un 
contexte tumoral, que les Tregs tuent les DCs présentes dans la tumeur et dans les ganglions 
drainants via la voie perforine/granzyme (Boissonnas et al., 2010).  
La galectine-1 (Gal-1) est une autre molécule utilisée par les Tregs qui lorsquelle se fixe à 
ses ligands CD45, CD43 et CD7, induit lapoptose des cellules et les Tregs issus des souris 
Galectine-1KO sont moins suppresseurs in vitro (Garin et al., 2007).  
Enfin, les Tregs expriment TRAIL (Tumor necrosis factor Related Apoptosis Induced Ligand) 
et Fas-L après activation et peuvent ainsi induire lapoptose de leur cellules cibles (Ren et al., 
2007; Strauss et al., 2009).  
c) Les altérations métaboliques 
Les Tregs peuvent agir sur certaines voies métaboliques des LTconvs et ainsi inhiber leurs 
fonctions ou encore induire leur apoptose (Figure 12). 
Ø Les ectoenzymes : CD39 et CD73 
Les Tregs expriment différents marqueurs à leur surface et certaines protéines permettant de 
les identifier sont souvent reliées à leur fonction suppressive. Cest le cas des deux 
ectoenzymes CD39 et CD73, exprimées préférentiellement sur les Tregs, qui catalysent lATP 
en adénosine. Lenzyme CD39 transforme lATP en AMP et lenzyme CD73 transforme 
lAMP en adénosine. Ladénosine produite va se fixer sur le récepteur A2A exprimé par les 
LTconvs pour inhiber leur activation et leur prolifération in vitro et in vivo (Deaglio et al., 
2007). 
Ø LAMP cyclique (AMPc) 
Les Tregs peuvent agir de manière différente via le métabolisme de ladénosine. En effet, ils 
possèdent une forte concentration dAMPc intracytoplasmique grâce, notamment, à la 
répression de lexpression du gène Pde3b codant pour la phosphodiestérase PDE3B qui 
dégrade lAMPc (Gavin 2007 Nature). Les Tregs sont, en outre, capables de transférer de 
lAMPc dans le cytoplasme des LTconvs via des jonctions GAP, ce qui induit une 
accumulation dICER (Inducible cAMP early repressor) dans le noyau (Vaeth et al., 2011) 
des LTconvs et par conséquent réduit leur prolifération et leur synthèse dIL-2 (Bopp et al., 
2007). 
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Ø La consommation dIL-2 
Les Tregs expriment fortement le CD25 mais ne produisent pas dIL-2. Cela les rend 
dépendants de lIL-2 produite par les LTconvs (Almeida 2002 JI). La consommation dIL-2 
est très importante pour les Tregs car cette cytokine leur permet de proliférer, de survivre et 
de fonctionner. Du fait de leur forte consommation dIL-2, les Tregs peuvent priver les 
LTconvs de lIL-2 environnante. Les LTconvs privés dIL-2 expriment Bim et rentrent en 
apoptose (Pandiyan et al., 2007). De la même façon, il a été très récemment démontré que les 
Tregs perturbent lactivité des lymphocytes NK en consommant lIL-2 environnante 
(Gasteiger et al., 2013b).  
 
Figure 12 : Mécanismes des altérations métaboliques causées par les Tregs.  
Issu de (Vignali et al., 2008). 
d) La modulation des cellules dendritiques 
Les Tregs peuvent moduler lactivation et le phénotype des DCs. En particulier, ils diminuent 
les capacités de co-stimulation des DCs à la fois in vitro (Cederbom et al., 2000) et in vivo 
(Wing et al., 2008). Les Tregs expriment fortement CTLA-4 qui se fixe comme CD28 sur les 
molécules de co-stimulation CD80 et CD86, entraînant la diminution de leur expression à la 
surface des DCs. En effet, il a été montré que les Tregs sont capables darracher par trans-
endocytose les molécules de co-stimulation CD80 et CD86 exprimé par les DCs grâce à 
CTLA-4. Ce phénomène diminue lexpression de CD80 et CD86 à la surface des DCs et 
diminue ainsi leur capacité de co-stimulation (Qureshi et al., 2011). De plus, il a été démontré 
que les Tregs formaient des agrégats avec les DCs grâce à CTLA-4 et la molécule dadhésion 
LFA-1 (CD11a), inhibant ainsi leur maturation in vitro (Onishi et al., 2008).  
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Lorsquils sont activés, les Tregs expriment également la molécule LAG-3 (Lymphocyte 
Activation Gene-3), qui est une molécule homologue au co-récepteur CD4. LAG-3 se fixe 
aux molécules du CMH de classe II avec une forte affinité, augmentant le temps dinteraction 
entre DCs et Tregs (Huang et al., 2004), ce qui permet dinhiber les DCs (Liang et al., 2008). 
Dans un même registre, les Tregs expriment fortement la neuropilin-1 (Nrp-1). La Nrp-1, en 
se liant au VGEF (Vascular Endothelial Growth Factor) et aux sémaphorines de classe 3, 
permet également daugmenter les interactions entre DCs et Tregs entraînant ainsi une 
diminution de la capacité de présentation antigénique des DCs (Sarris et al., 2008). 
Nous venons ainsi de passer en revue les principaux mécanismes de suppression décrits par 
les Tregs (Figure 13). Il est probable que le type de mécanisme utilisé par les Tregs dépend de 
lenvironnement où ils se situent et des cibles cellulaires à inhiber. 
 
Figure 13 : Larsenal de suppression des Tregs.  
Issu de (Workman et al., 2009) 
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2. Les Tregs : des cellules régulatrices professionnelles 
a) Les cellules immunitaires ciblées par les Tregs 
Les Tregs ont la capacité dinhiber plusieurs populations du système immunitaire (Tableau 4).  
Cibles Mécanismes décrits Références 
LTconvs Tout mécanisme cf paragraphe C.1 
LBs Perforine /granzyme (Zhao et al., 2006) 
NK 
TGF-, 
consommation dIL-2  
(Ghiringhelli et al., 2005) 
(Gasteiger et al., 2013b) 
NKT Contacts cellulaires (Azuma et al., 2003) 
Macrophages TGF- (Tonkin and Haskins, 2009) 
DCs cf paragraphe C.1.d cf paragraphe C.1.d 
Monocytes IL-10 (Pommier et al., 2013) 
Tableau 4 : Cibles des Tregs 
b) Les Tregs dans la réponse CD8 
Les études in vitro ont montré que les Tregs inhibaient la prolifération et la production dIFN-
g lors de lactivation des LTs CD8+ naïfs (Piccirillo and Shevach, 2001). In vivo, il a été 
démontré que les Tregs régulaient la réponse primaire et la réponse mémoires des LTs CD8+ 
(Chappert et al., 2010; Suvas et al., 2003).  
 Des études très récentes ont souligné limportance des Tregs dans les réponses CD8 et plus 
particulièrement lors de leur activation et de la génération des LTs mémoires CD8+. Dans ces 
expériences, la déplétion des Tregs grâce à lutilisation  des souris Foxp3DTR (DEREG) 
entraîne une expansion plus forte des LTs CD8+ au début de la réponse primaire mais, 
uniquement si les Tregs sont déplétés avant le pic de lexpansion (de Goer de Herve et al., 
2012). Ces résultats ont été confirmés par une autre étude utilisant un système similaire. En 
effet, léquipe du Sebastian Amigorena a aussi développé un système utilisant les souris 
DEREG afin dobserver le rôle des Tregs dans le « priming » des LTs CD8+. Dans ces 
expériences, les souris DEREG sont injectées avec des DCs traitées au LPS et chargées en 
peptide OVA257-264 (SIINFEKL, N4). Puis, les souris sont traitées à la DT 3, 4, 9 et 10 jours 
après linjection des DCs. Les résultats montrent que la délétion des Tregs augmente 
lactivation et lexpansion des LTs CD8+ de faible avidité pour lantigène (Pace et al., 2012).  
Les Tregs limitent également la production des chimiokines CCL3/4 par les DCs (Morlacchi 
et al., 2011). Cette famille de chimiokines est impliquée dans le contrôle du « priming » des 
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LTs (Castellino et al., 2006; Hickman et al., 2011; Hugues et al., 2007) et dans la stabilisation 
des synapses DCs-LTs (Contento et al., 2008; Molon et al., 2005). Lorsque ces deux 
chimiokines sont bloquées, leffet de la déplétion des Tregs sur lactivation des LTs CD8+ 
nest plus retrouvé. Les Tregs limitent donc lactivation des LTs CD8+ de faible avidité en 
inhibant la production de CCL-3/4 par les DCs.  
Ces travaux montrent également que les Tregs aident à la génération de LTs CD8+ mémoires 
fonctionnels, en limitant laccès à lIL-2 aux précurseurs des LTs CD8+ mémoires (de Goer 
de Herve et al., 2012).  
Les Tregs ont un rôle essentiel dans linitiation dune réponse CD8 efficace et dans la 
génération de LTs CD8+ mémoires fonctionnels. Il est important de souligner que les Tregs 
sont crucials dans la prévention de pathologie auto-immune CD8 (Poitrasson-Riviere et al., 
2008) et limitent les réponses CD8 mémoires afin de protéger lintégrité de lorganisme 
(Brincks et al., 2013). 
c) Les Tregs inhibent différentes classes de réponses immunes 
Il est maintenant connu que lenvironnement cytokinique a un impact sur la différenciation 
des LTnaïfs (Zhu et al., 2010). LIFN-g et lIL-12 les différencient en LTs Th1,  importants 
pour la lutte contre les pathogènes intracellulaires. LIL-4 permet leur différenciation en LTs 
Th2, importants contre les parasites extracellulaires et lIL-6 accompagnée du TGF-b, oriente 
les LTnaïfs vers une réponse Th17 qui permet de combattre efficacement les champignons, 
les levures et les bactéries extracellulaires. Plus récemment, il a été décrit un nouveau type de 
LTs « helper », les LTs folliculaires (Tfh), qui sont essentiels dans les centres germinatifs 
pour la différenciation des LB en plasmocytes. Les études récentes ont démontré que 
lenvironnement cytokinique impactant sur la différenciation des LTs joue également un rôle 
dans la spécialisation des Tregs (Figure 14).   
IRF4 (Interferon regulatory factor 4) est le facteur de transcription nécessaire à la 
différenciation des LTs Th2. Il a été démontré quIRF4, en interagissant avec Foxp3, contrôle 
lexpression dun panel de gènes dans les Tregs leur permettant de contrôler les réponses 
immunitaires de type Th2. En effet, lablation spécifique dIRF4 dans les Tregs entraîne une 
augmentation de la production des cytokines produites par les LTs Th2, induisant ainsi une 
réponse immunitaire pathologique contre lorganisme (Zheng et al., 2009). 
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Figure 14 : Différenciations des LTs et des Tregs effecteurs.  
Issu de (Cretney et al., 2013) 
 GATA-3 est un autre facteur de transcription impliqué dans la différenciation Th2 et joue 
également un rôle important lors de la différenciation périphérique des Tregs en réponse à une 
inflammation. En effet, les Tregs déficients pour GATA-3 se développent normalement mais 
ne peuvent pas contrôler linflammation causée par la LIP (Lymphopenia Induced 
Prolifération). Il en résulte une augmentation des réponses Th2 et Th17 et par conséquent une 
destruction des tissus (Wang et al., 2011; Wohlfert et al., 2011). GATA-3 se fixe à Foxp3 et 
permet lexpression des gènes ciblés par Foxp3 et de Foxp3 lui-même.  
Le concept que les Tregs expriment les mêmes facteurs de transcription des classes de 
réponses quils contrôlent  a été étendu lorsquil a été observé que le facteur de transcription 
T-bet, qui est codé par le gène Tbx21, pouvait être exprimé par les Tregs. T-bet est nécessaire 
à la différenciation en LTs Th1. Lorsque T-bet est exprimé par les Tregs, il permet 
lexpression du récepteur CXCR3. Les Tregs peuvent alors migrer, saccumuler et contrôler 
les réponses Th1 au niveau des sites inflammatoires (Koch et al., 2009). Il a été récemment  
mis en évidence un rôle du facteur de transcription STAT-3 dans le contrôle des réponses 
Th17 par les Tregs. STAT-3 est un facteur de transcription requis pour la génération des LTs 
Th17, et la déplétion de STAT-3 spécifiquement dans les Tregs induit une colite auto-immune 
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fatale. En effet, lexpression du récepteur CCR6 est diminuée chez les Tregs déficients pour 
STAT-3 qui ne peuvent, par conséquent, pas migrer au site inflammatoire et contrôler la 
pathologie (Chaudhry et al., 2009).  
Enfin, il a été découvert plus récemment par deux équipes que les Tregs peuvent exprimer le 
facteur de transcription Bcl6 qui est nécessaire à la formation des Tfh. Cette population de 
Tregs, appelée Tregs folliculaires (Tfr), contrôle les réponses T et B des centres germinatifs et 
présente le même phénotype que les Tfh : ils expriment CXCR5, PD-1 et ICOS mais 
également un autre facteur de transcription Blimp-1 codé par Prdm1 (Chung et al., 2011; 
Linterman et al., 2011). Lensemble de ces données indique que les Tregs sont capables 
dexprimer les facteurs de transcription spécifiques des différents LTs effecteurs.  
De façon intéressante, il a été découvert par léquipe de Diane Mathis et Christophe Benoist 
une population de Tregs dans le tissu adipeux (Feuerer et al., 2009a). Ces Tregs, dénommés 
« Fat-resident Tregs », expriment de forts taux dIL-10, de Blimp-1 et le facteur de 
transcription PPAR-g (Peroxysome Proliferator-Activated Receptor) (Cipolletta et al., 2012). 
Ils possèdent une signature transcriptionnelle différente des Tregs isolés des organes 
lymphoïdes secondaires (Feuerer et al., 2009b). Ces Tregs présentent un répertoire différent 
des LTconvs trouvés dans le tissu adipeux, ce qui suggère que les « Fat-Tregs » auraient une 
ontogénie thymique. Enfin, ces Tregs du tissu adipeux sont fortement diminués dans les 
souris obèses. Ces résultats suggèrent que les « Fat-Tregs » ont un rôle dans le contrôle de 
linflammation associée au tissu adipeux.  
Pour conclure, lensemble de ces études montre la capacité des Tregs à se différencier en 
Tregs effecteurs variés, à la périphérie, en réponse au milieu environnemental aussi bien dans 
les organes lymphoïdes que dans les tissus. 
d)  Blimp-1 et IRF4 dans la différenciation des Tregs effecteurs. 
Blimp-1 est un facteur de transcription important pour la différenciation terminale des LBs 
(Nutt and Kee, 2007). Il est aussi exprimé par les LTs et joue un rôle dans lhoméostasie et la 
tolérance au soi (Kallies et al., 2006; Martins et al., 2006 ). Blimp-1 est exprimé par 10 à 20% 
des Tregs issus des organes lymphoïdes secondaires alors quil est exprimé par la plupart des 
Tregs isolés des muqueuses (peau, poumon, intestin).  
Les Tregs Blimp-1+ présentent un phénotype de Tregs activés et produisent de forts taux dIL-
10. En effet, Blimp-1 régule lexpression de plusieurs gènes importants pour les Tregs 
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notamment les gènes Il10, Icos, Blc2, et Ccr6 (Cretney et al., 2011) qui ont un rôle 
respectivement dans leurs fonctions, leur survie et leur capacité de migration. Il semble donc 
que Blimp-1 joue un rôle important dans la différenciation périphérique des Tregs. Léquipe 
de Stephen Nutt sest intéressée à la régulation du gène Prdm1 dans les Tregs. Il a constaté 
que les Tregs IRF4-/- nexprimaient pas le gène Prdm1 et que dans tous organes ou tissus de 
lorganisme, il ny avait alors pas de Tregs effecteurs (Cretney et al., 2011). Il semble donc 
quIRF4 agirait en amont pour induire lexpression de Blimp-1 et que, par conséquent, IRF4 
ne jouerait pas un rôle uniquement dans la polarisation Th2 des Tregs mais plus largement 
dans la différenciation de ces derniers en Tregs effecteurs. Par ailleurs, les souris chez 
lesquelles les Tregs sont déficients pour IRF4, en plus davoir une mauvaise régulation des 
réponses Th2, présentent de forts taux dIFN-g et dIL-17 couplés à une forte activité des 
centres germinatifs.  
Ces derniers résultats confirment que ces souris présentent un défaut dans la régulation des 
réponses Th1, Th17 et Tfh dues à labsence de Tregs effecteurs. Enfin, lanalyse de la 
chromatine du gène codant pour lIl10 dans les Tregs montre quIRF4 et Blimp-1 sont 
nécessaires pour modifier lactivité des histones et permettre la transcription du gène de lIL-
10 (Kallies et al., 2006)(Figure 15). 
 
Figure 15 : Rôles de Blimp-1 et IRF4 dans la différenciation en Tregs effecteurs.   
 Issu de (Ohkura and Sakaguchi, 2011) 
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Nous venons de voir que les Tregs sont des cellules spécialisées dans la régulation des 
réponses immunitaires. Ils utilisent de nombreux mécanismes et peuvent agir sur différentes 
cellules du système immunitaire. Les Tregs possèdent un rôle important dans lorganisme et 
sont impliqués dans de nombreuses pathologies. Ils peuvent être bénéfiques, comme pour la 
prévention de lauto-immunité, mais peuvent être aussi néfastes, comme nous allons le voir 
plus loin, pour la mise en place dune réponse efficace anti-tumorale.  
3. Limpact des Tregs dans lorganisme 
a) Auto-immunité 
Le rôle central des Tregs dans le contrôle de lauto-immunité a été clairement défini lorsquil 
a été découvert que labsence de ces cellules chez lhomme et la souris, causée par la 
mutation du gène Foxp3, entraînait un syndrome auto-immun létal (Bennett et al., 2001; 
Brunkow et al., 2001). Un défaut dans la fonctionnalité des Tregs a été souvent mis en cause 
chez les patients atteints de certaines maladies auto-immunes telles que le diabète de type 1 
(T1D) (Lindley et al., 2005), la myasthénie grave auto-immune (Balandina et al., 2005), le 
psioriasis (Sugiyama 2005 JI), la sclérose en plaques (Viglietta et al., 2004), le lupus (Lyssuk 
et al., 2007) et larthrite rhumatoïde (Ehrenstein et al., 2004). Dans dautres cas, il a 
également été observé une réduction du nombre de Tregs chez les patients atteints de lupus 
(Lee et al., 2006; Miyara et al., 2009) ou de sclérose en plaques (Matarese et al., 2005). Il 
semble donc quune perte de fonction ou une perturbation de lhoméostasie des Tregs 
faciliterait lapparition de maladies auto-immunes.  
Malgré tout, ce sont des pathologies multifactorielles et lenvironnement joue également un 
rôle sur le déclenchement de ces maladies. Citons quelques exemples parmi de très nombreux 
décrivant leffet de lenvironnement sur les Tregs. Le TNFa pourrait entraîner une perte de 
fonction des Tregs (Valencia et al., 2006) notamment dans larthrite rhumatoïde et son 
inhibition, par injection danti-TNFa, semble restaurer les fonctions effectrices des Tregs et 
de générer une nouvelle population de Treg effectrice (Ehrenstein et al., 2004; Nadkarni et al., 
2007). Le TNFa peut également jouer un rôle positif dans lactivité des Tregs. En effet, il a 
été récemment montré que dans un contexte auto-immun notamment le T1D, les LTs 
effecteurs sont capables de « booster » la prolifération des Tregs et ainsi améliorer leur 
efficacité. Ce « boost » est dépendant du TNFa mais pas de lIL-2 (Grinberg-Bleyer et al., 
2010). En revanche, dans une étude utilisant un modèle de colite, lIL-12, une molécule 
responsable de la différenciation Th1 et considérée comme pro-inflammatoire, permet la 
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conversion en Tregs effecteurs producteurs dIFN-g qui inhibent la maladie (Feng et al., 
2011). Enfin, dautres études montrent que dans certains cas, ce sont les LTs pathogéniques 
qui seraient résistants à laction des Tregs (Paust and Cantor, 2005). Ainsi les Tregs peuvent 
être affectés de plusieurs façons dans les maladies auto-immunes (Tableau 5). 
Maladies 




Resistance à la 
suppression des 
LTs effecteurs 
  Sang Tissu     
Diabète de 
type 1 
Normal ND Diminuée Augmentée 
Sclérose en 
plaques 
Normal, mais les sous-
populations de Tregs 
sont affectées 














Diminué lors d'un 
ulcère actif, 
Normal dans la 
maladie de Crohn 
Augmenté dans la 




Psoriasis Augmenté Augmenté dans la peau Diminuée Augmentée 
Tableau 5 : Implication des Tregs dans différentes maladies auto-immunes. 
 Issu de (Buckner, 2010). 
b) Transplantation 
Bien que différentes populations de leucocytes (DCs, macrophages, LBs, LTs) puissent 
participer à la destruction de lorgane ou des cellules transplantés, ils peuvent également aider 
à long terme à la tolérance du greffon. Il est important de pouvoir contrôler les réponses 
immunitaires innées et adaptives après une transplantation. Les Tregs peuvent prévenir le 
rejet dune greffe allogénique ou prévenir la maladie du greffon contre lhôte (GVHD). En 
effet, les Tregs sont présents en plus forte quantité dans le sang et au site de la greffe chez les 
patients tolérant leur greffe (Akl et al., 2008; Martinez-Llordella et al., 2007; Meloni et al., 
2004). De plus, il a été montré que lactivité immunosuppressive des Tregs doit se faire au 
niveau du greffon et dans les ganglions lymphatiques drainant le site de la transplantation 
(Cobbold et al., 2004; Ochando et al., 2005). Ainsi, les cellules régulatrices peuvent jouer sur 
la balance entre survie et rejet du greffon. Un nombre insuffisant de Tregs, lors dune 
transplantation allogénique, est souvent observé lors dun rejet total du greffon. Cette 
diminution est corrélée à la présence dun nombre important de LTs mémoires dirigés contre 
les allo-antigènes du donneur (Yang et al., 2007). Les Tregs sont en fait fonctionnels mais 
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sont en trop faibles quantités pour inhiber la réponse allogénique des LTs mémoires. Dautres 
études ont montré quune greffe allogénique peut générer des iTregs alloréactifs ou faire 
proliférer les Tregs déjà présents dans lhôte (Steger et al., 2006). Cela a été également 
démontré même après le rejet dune première greffe (Tullius et al., 1997). Ces résultats 
suggèrent quune exposition prolongée aux allo-antigènes du donneur induirait la génération 
diTregs alloréactifs et permettrait la tolérance de lorgane transplanté. Dautres approches ont 
été utilisées pour améliorer la tolérance des greffons. Par exemple, des molécules 
immunosuppressives ou des alloantigènes ont été injectés pour promouvoir la génération et la 
fonction des Tregs (Kingsley et al., 2002; Wood et al., 2011). Ces études montrent toutes un 
rôle primordial des Tregs alloréactifs dans la transplantation. Enfin, une étude récente montre 
que, dans un modèle de greffe allogénique dîlots du pancréas, les Tregs transférés migrent du 
sang jusquau greffon et par la suite dans les ganglions drainant le greffon. Au cours de ce 
processus, les Tregs acquièrent un phénotype effecteur permettant de supprimer les réponses 
allogéniques (Zhang et al., 2009).  
Lutilisation des Tregs en thérapie cellulaire a déjà été réalisée pour différents types de 
transplantations avec différents protocoles dinjection, dexpansion et de purification de Tregs 
humains (Tableau 6). Lun des problèmes majeurs de lutilisation des Tregs en thérapie est 
que les Tregs humains nont pas de marqueur spécifique permettant de les purifier de façon 
correcte. En effet, les cellules les plus utilisées sont les cellules CD25fort et CD127faible mais, 
parmi celle-ci, existent plusieurs contaminants, notamment des LTs effecteurs pouvant être 
pathogéniques pour lhôte. Lutilisation de molécules immunosuppressives comme la 
rapamycine permet daugmenter la pureté des Tregs en culture (Battaglia et al., 2006) en 
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al., 2007)  
Tableau 6 : Vue densemble des essais de thérapie cellulaire utilisant les Tregs en 
transplantation. (GVHD = Graft Versus Host Disease, GVL = Graft Versus Leukemia, HSCT 
= Hematopoietic Stem Cell Transplantation, PBMC = Peripheral Blood Mononuclear Cell, SC = 
Stem Cell). Daprès (Wood et al., 2012) 
c) La tolérance fto-maternelle 
Le rôle des Tregs dans la tolérance fto-maternelle a été souligné par plusieurs observations. 
Tout dabord, il a été démontré que lorsquune femelle, déficiente en LTs, est reconstituée 
avec des LTs dépourvus de Tregs, puis accouplée avec un mâle allogénique, il y a résorption 
des embryons à la mi-gestation. Un tel phénomène ne se déroule pas lorsque la femelle est 
accouplée avec un mâle syngénique (Aluvihare et al., 2004). Par la suite, il a été découvert 
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quun transfert de Tregs chez une femelle CBA/J diminue le taux de perte des ftus lorsque 
cette dernière est accouplée avec un mâle DBA/2J (Zenclussen et al., 2006). Enfin, il a été 
observé une forte expansion des Tregs chez la souris lors de la gestation (Aluvihare et al., 
2004) et cela a été également observé chez la femme pendant la grossesse (Dimova et al., 
2011).  
Les iTregs, en particulier, ont une place importante dans létablissement de la tolérance fto-
maternelle. Une étude récente menée par léquipe dAlexander Rudensky a montré, dans un 
premier temps dans un modèle de souris transgéniques, quil existait des Tregs spécifiques 
dalloantigène paternel dans la décidua et les ganglions lymphatiques drainant les cornes 
utérines. Dans un second temps, ils ont démontré que le développement de ces Tregs 
spécifiques était dépendant des séquences du CNS1 de Foxp3. En effet, des souris dépourvues 
de CNS1, donc ne possédant pas diTregs, présentent un taux de résorption des embryons 
beaucoup plus fort, aussi bien en nombre dembryons résorbés par femelle que sur lensemble 
dune cohorte de femelles. Lensemble de ces résultats se produit lors dun accouplement 
allogénique mais pas syngénique (Samstein et al., 2012).  
La même année, Jared Rowe et ses collègues ont mis au point un nouveau modèle de 
tolérance fto-maternelle. Ils ont généré des mâles transgéniques exprimant, sous le contrôle 
du promoteur de lactine, une protéine de fusion composée de lOVA et dun peptide 
(2W1S55-68) dérivé de la molécule du CMH de classe II I-E
d. Lorsque les mâles transgéniques 
sont accouplés avec une femelle C57BL/6 non transgénique, lembryon généré exprime la 
protéine de fusion comme antigène placentaire. Lantigène diffuse chez la femelle en 
gestation dans les ganglions lymphatiques et la rate puis est présentée par les DCs I-Ab. Ils 
observent ainsi que les LTs endogènes spécifiques de 2W1S augmentent fortement pendant la 
gestation. Ils observent également que la plus forte expansion est celle des Tregs. En effet, 
avant la gestation, les Tregs représentent 10% des LTs spécifiques de 2W1S alors quà la fin 
de la gestation, ils représentent 60% de ces mêmes LTs. De plus, ils estiment également 
quenviron 50% de ces Tregs sont des iTregs générés pendant la gestation. Enfin, lors dune 
seconde gestation il y a un plus grand nombre diTregs 2W1S et moins de perte dembryons 
que lors de la première gestation (Rowe et al., 2012b).  
Pour conclure, lensemble de ces études montre un rôle clef des iTregs et plus généralement 
des Tregs dans la tolérance fto-maternelle vis-à-vis des antigènes paternels et par 
conséquent dans le développement des embryons. 
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d) Les maladies infectieuses 
Le rôle des Tregs dans les réponses immunitaires contre des agents pathogènes est très 
variable et sujet à controverse. En effet, ils peuvent avoir un rôle délétère pour la mise en 
place dune bonne réponse anti-infectieuse ou jouer un rôle protecteur. Les résultats observés 
dépendent le plus souvent des modèles utilisés, en particulier du type de pathogène 
provoquant linfection (virus, bactérie, champignons, parasites) mais également du type 
dinfection quelle soit chronique ou aiguë (Tableau 7). Plusieurs études ont montré un rôle 
protecteur des Tregs lors des réponses immunes contre certains virus comme l « Herpex 
Simplex Virus 2 » (HSV2), « Lymphocytic Choriomeningitis Virus » (LCMV) ou le « West 
Nile virus ». En effet, la déplétion des Tregs avant une infection intra-vaginale avec le virus 
HSV2 engendre une mortalité accélérée des souris et un recrutement tardif de cellules 
immunitaires protectrices dans les voies vaginales et les ganglions drainant, ainsi quune 
augmentation du nombre de virus sur le site de l'infection (Lund et al., 2008). Les effets 
protecteurs des Tregs ne sont pas limités aux infections des muqueuses. Après une infection 
systémique par le virus LCMV chez des souris déplétées en Tregs entraîne également une 
augmentation de la charge virale avec une réduction des concentrations de chimiokines dans 
les ganglions lymphatiques (Lund et al., 2008). De même, lablation des Tregs avant une 
infection par le West Nile virus  chez la souris provoque une mortalité accrue, de moins bons 
scores cliniques de la maladie, et une perte de poids accélérée. Ces observations ont été 
associés chacun à une charge virale élevée dans le cerveau et la moelle épinière (Lanteri et al., 
2009). De plus, lorsquon induit une expansion des Tregs avant infection avec Taxoplasma 
gondii ou Plasmodium berghei, les Tregs réduisent les dommages liés à linfection et 
permettent la survie des souris infectées (Haque et al., 2010; Oldenhove et al., 2009). À 
linverse, lors dune infection avec Listeria monocytogenes, Salmonella enterica ou 
Mycobacterium turbeculosis, le transfert adoptif de Tregs ou leur expansion entraîne une 
augmentation de la pathogénicité (Johanns et al., 2010; Scott-Browne et al., 2007; Shafiani et 
al., 2010). De nombreuses expériences ont été réalisées dans dautres modèles infectieux afin 
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Type  Pathogène 
Impacts des Tregs 





L'élimination des Tregs accélère la 
mortalité et augmente la charge 
virale (Lund et al., 
2008)  
LCMV Positif 
L'élimination des Tregs augmente 
la charge virale 
West Nile virus Positif L'élimination des Tregs augmente 
la charge virale et la mortalité 
(Lanteri et 




L'expansion des Tregs protège 
d'une maladie sévère et limite la 
pathogénicité du pathogène 
(Haque et 
al., 2010)  
Neutre 
L'élimination des Tregs en dessous 
du seuil normal n'impacte pas sur 
l'expansion du pathogène 
(Steeg et al., 
2009)  
Taxoplasma gondii Positif 
La diminution des Tregs après 
l'infection engendre une infection 
fatale qui est réversible par 
l'injection du complexe anti-IL-2-
IL-2 
(Oldenhove 




Pas d'augmentation de la 
pathogénicité après élimination des 
Tregs 
(Rausch et 
al., 2009)  
Champignon Candida albicans Positif 
Le co-transfère de Tregs avec des 
LTs CD4+ effecteurs augmente la 
clairance du champignon 
(Pandiyan et 





L'expansion de Tregs augmente la 
charge pathogénique  




L'augmentation des Tregs pendant 
la gestation augmente la charge 
pathogénique. 
Négatif 
L'élimination des Tregs accélère 
l'élimination de la bactérie et 
augmente l'activation des LTs 
effecteurs 
(Johanns et 





Le Transfert adoptif de tregs 
spécifiques diminue l'expansion 




al., 2007)  
Tableau 7 : Impacts des Tregs dans les pathologies infectieuses chroniques. 
 Daprès (Rowe et al., 2012a) 
Lors dune une réponse dominée par une différenciation Th1 comme dans le cas de linfection 
par M. tuberculosis, il y a recrutement de LTs effecteurs Th1 T-bet+ mais également de Tregs 
effecteurs T-bet+ au niveau du site de linfection. Ceci entraîne un contrôle de linfection 
bactérienne par les LTs effecteurs Th1 qui sont eux même contrôlés par les Tregs. Il en 
résulte dune persistance chronique et limitée dans lespace des mycobactéries (Koch et al., 
2009). De même, lors dune réponse inflammatoire de type Th2 comme dans le cas de 
linfection par Heligmosomoides polygyrus, il y a un enrichissement du site de linfection de 
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Tregs GATA-3+ (Wohlfert et al., 2011). Ces résultats sont un exemple de limportance de la 
différenciation en Tregs effecteurs.  
Dautre part, il est intéressant de souligner que la fonction des Tregs peuvent êtres altérée par 
le pathogène car ils expriment certains TLRs (Toll-Like Receptors). En effet, lors dune 
stimulation par un agoniste de TLR2 chez la souris ou TLR8 chez lhomme, les Tregs voient 
leurs capacités suppressives diminuées (Liu et al., 2006; Peng et al., 2005; Sutmuller et al., 
2006). Mais dautres molécules microbiennes peuvent stimuler les fonctions suppressives des 
Tregs, comme le LPS qui, via le TLR4, augmente les fonctions suppressives des Tregs CD25+ 
murins (Caramalho et al., 2003) ou encore la flagelline qui, via le TLR5, augmente les 
fonctions des Tregs humains (Crellin et al., 2005). Lactivation des Tregs par ces bactéries 
pourraient inhiber les réponses immunes contre les pathogènes à leur bénéfices. Enfin, une 
étude  intéressante a montré que, très tôt lors dune infection chronique par Salmonella, 
lorsque la réponse effectrice est encore faible, le nombre de bactéries augmente 
progressivement ; cela corrèle avec une augmentation des fonctions effectrices des Tregs. 
Puis, à un stade plus avancé de linfection, les LTs effecteurs sont très activés et réduisent 
progressivement la charge pathogénique. En parallèle, le pouvoir suppresseur des Tregs est 
diminué (Johanns et al., 2010).  
Prises ensemble, ces études suggèrent que certains agents pathogènes ont développés des 
stratégies pour moduler la fonctionnalité des Tregs à leurs bénéfices au cours de lévolution. 
e) Les Tregs dans le cancer 
Il est maintenant acquis que les Tregs jouent un rôle très important dans léchappement 
tumoral. Vers la fin des années 90, il a été montré que le volume tumoral corrélait avec le 
nombre de Tregs (Shimizu et al., 1999) et que la déplétion in vivo des Tregs CD25+ retardait 
la croissance tumorale (Onizuka et al., 1999). À linverse, un transfert adoptif de Tregs 
entraîne une diminution de la réponse anti-tumorale (Turk et al., 2004). Plusieurs 
composantes sont à prendre en compte pour comprendre le rôle des Tregs dans le cancer, 
notamment leur localisation, leur nombre ou encore leur spécificité antigénique. Les Tregs 
expriment de nombreux récepteurs aux chimiokines (Wei et al., 2006) et peuvent être recrutés 
au sein du microenvironnement tumoral via les chimiokines que sécrètent les tumeurs comme 
CCL22, CCL17 et CCL5 (Curiel et al., 2004; Ishida et al., 2006; Tan et al., 2009). 
Laccumulation des Tregs dans la tumeur ou dans les ganglions drainant la tumeur peut 
également résulter dune prolifération. Dans différents types de tumeurs, il y a, en effet, une 
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forte proportion de Tregs  Ki-67+ (Wang et al., 2005). De plus, les cellules tumorales et les 
DCs tolérogènes produisent du TGFb et de lIDO ce qui contribuerait à la prolifération des 
Tregs.  
Un autre facteur important est la spécificité antigénique des Tregs ainsi que leur origine. La 
présence de Tregs spécifiques dantigènes tumoraux dans le mélanome (Vence et al., 2007; 
Wang et al., 2004) ou dans le cancer colorectal (Bonertz et al., 2009) a été démontrée. Les 
résultats de ces études suggèrent que les Tregs inhibent les réponses anti-tumorales de façon 
antigène spécifique. Les LTs effecteurs sont également spécifiques dantigènes tumoraux. Par 
ailleurs il a été décrit que les Tregs présents dans le microenvironnement tumoral pourraient 
être des iTregs. En effet, les cellules tumorales produisent du TGF-b  (Liu et al., 2007) et de 
lIL-10 (Seo et al., 2001), deux cytokines connues pour induire des iTregs. Les cellules 
tumorales produisent aussi de la cycloxygénase-2 (COX-2) qui permet la synthèse de 
prostaglandine E2 (PGE2) qui induit Foxp3 dans les LTs naïfs et augmente la fonctionnalité 
des Tregs (Sharma et al., 2005). Enfin, les cellules myéloïdes, en particulier, les MDSCs 
(Myeloid-Derived Suppressor Cell), participent à linduction diTregs notamment via la 
production de TGF-b (Huang et al., 2006) et dacide rétinoïque (Hoechst et al., 2011). Les 
DCs tolérogènes peuvent aussi participer à la génération diTregs via la production dIDO 
(Baban et al., 2009). Ainsi, une quantité non négligeable de Tregs présent dans la tumeur 
serait dorigine périphérique.  
Cependant, la possibilité que les Tregs infiltrant les tumeurs soient dorigine thymique a été 
proposée par léquipe de Gallimore. Dans lune de leurs études, ils ont noté que les répertoires 
TCR des Tregs et des LTs effecteurs infiltrant les tumeurs étaient largement distincts, 
suggérant ainsi une origine thymique des Tregs (Hindley et al., 2011). Dans un autre modèle, 
une étude a également démontré, grâce à une analyse par immunoscope du répertoire des 
Tregs et des LTs effecteurs infiltrant la tumeur, que chaque population présentait un répertoire 
TCR très différent (Sainz-Perez et al., 2012).  
Comme nous lavons vu, les nTregs sont sélectionnés dans le thymus avec des TCRs 
spécifiques dantigènes du soi. Or, il a été montré que la plupart des TAAs (Tumor 
Assiociated Antigens) étaient des antigènes du soi (Khong and Restifo, 2002). Une étude 
émet lhypothèse que la protéine AIRE soit impliquée dans la génération des nTregs 
spécifiques des TAAs. En effet, TRP-1 (Tyrosinase Related Protein-1) est un antigène de 
mélanome et est exprimé dans thymus sous le contrôle dAIRE. Les souris TRP-1 TCR Tg 
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RAG-/- génèrent des nTregs spécifiques de TRP-1. Mais lorsque lexpression dAIRE est 
affectée dans ces souris, on observe une forte diminution, du pourcentage de Tregs 
spécifiques dans le thymus et la périphérie. Ces résultats indiquent que le développement des 
Tregs spécifiques des TAAs pourrait être contrôlé par la protéine AIRE, suggérant ainsi que 
les Tregs infiltrant les tumeurs sont dorigine thymique (Zhu et al., 2013).  
Plus récemment, le groupe de Peter Savage a souligné un rôle important de la protéine AIRE 
dans la génération de Tregs pouvant infiltrer les tumeurs. En effet, dans un modèle de cancer 
de la prostate, lexistence, au sein de la tumeur, dune population de Tregs exprimant un TCR 
spécifique dun antigène de la prostate a été mis en évidence. Léquipe démontre que ces 
Tregs sont également présents au niveau de la prostate des souris sans tumeur et que leur 
développement est dépendant de lexpression Aire, suggérant ainsi une origine thymique de 
ces Tregs (Malchow et al., 2013).  
Lensemble de ces études révèle que les Tregs infiltrant les tumeurs peuvent être dorigine 
thymique ou dorigine périphérique. 
Les Tregs sont capables dinhiber la fonctionnalité des LTs effecteurs anti-tumoraux, quils 
soient CD4+ ou CD8+. Lorsque les Tregs sont déplétés in vivo, il y a alors expansion des LTs 
CD8+ spécifiques producteurs dIFNg. Les Tregs peuvent agir également en activant le 
récepteur PD-1 exprimé sur les LTs CD8+ via leur expression de PD-L1, inhibant ainsi la 
prolifération et les fonctions effectrices de ces derniers (Wang et al., 2009). Ils peuvent 
éliminer les LTs CD8+ par cytolyse via le granzyme B (Cao et al., 2007). Les Tregs peuvent 
également limiter le « priming » des LTs CD8+ spécifiques dans les ganglions drainant la 
tumeur en tuant les DCs présentes via la voie perforine/granzyme (Boissonnas et al., 2010).  
Dautres cellules effectrices de la réponse anti-tumorale sont aussi inhibées par les Tregs. En 
effet, les cellules NK, qui sont connues pour être de bons effecteurs anti-tumoraux, sont 
lysées par les Tregs via la voie perforine/granzyme B (Cao et al., 2007) ou bien inhibées par 
le TGFb (Smyth et al., 2006). De plus, léquipe de Rudensky a récemment étudié le fait que 
les Tregs perturberaient lhoméostasie des NKs effecteurs en les privant dIL-2 (Gasteiger et 
al., 2013a). Dautre part, la déplétion des Tregs entraîne une augmentation du nombre de NKs 
au sein de la tumeur (Gasteiger et al., 2013b).  
Notre équipe a récemment démontré que les Tregs pouvaient agir sur laction anti-tumorale 
des monocytes. En effet, nous avons montré, dans un modèle de mélanome spontané, que les 
 - 58 - 
Tregs saccumulent dans la peau, la rate et les ganglions drainant la tumeur lorsque ces souris 
ne développent pas de vitiligo. Lorsque les Tregs sont déplétés ou lorsque lIL-10 est 
neutralisée dans ces souris, nous avons observé une augmentation de lincidence du vitiligo, 
corrélée à une diminution des métastases. Nous avons également observé une accumulation 
de monocytes inflammatoires au niveau de la peau présentant un vitiligo actif. Nos résultats 
indiquent que les Tregs favorisent la progression tumorale du mélanome, en inhibant le 
recrutement ou la différenciation des monocytes inflammatoire dans la peau (Pommier et al., 
2013). Enfin, les Tregs peuvent avoir une influence directe sur les cellules tumorales : ils vont 
activer le récepteur RANK, exprimé par les cellules tumorales, et stimuler leur prolifération 
ainsi que  leur capacité à métastaser (Tan et al., 2011).  
En conclusion, les Tregs jouent, de par leurs propriétés suppressives, un rôle important dans 
linhibition des réponses anti-tumorales et, par conséquent, favorisent la progression des 
tumeurs. Toutefois, dans de rares cas, il a pu être observé que la présence de Tregs dans 
lenvironnement tumorale pouvait être de bon pronostique. Notamment, dans le cadre des 
cancers du cou, de la vessie, de lovaire et colorectaux (Fridman et al., 2012).  
Nous venons de voir dans ce chapitre les multiples rôles que jouent les Tregs dans 
lorganisme. Ils sont également impliqués dans dautres réponses immunitaires que je nai pas 
citées ici (lallergie, lasthme). Ils ont un rôle parfois délétère, parfois bénéfique selon la 
réponse en question. Daprès lensemble de ces études, il apparaît que plusieurs aspects de la 
biologie des Tregs sont importants dans le développement de pathologies, notamment leur 
fonctionnalité, leur prolifération ou encore leur survie ; on peut observer que dans certaines 
pathologies comme les maladies auto-immunes ou infectieuses, lhoméostasie des Tregs est 
perturbée. Il semble donc important de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans 
leur homéostasie. 
D. Facteurs impliqués dans lhoméostasie et la fonction des Tregs 
1. Le rôle des interactions avec le soi 
Depuis le regain dintérêt pour les Tregs dans les années 90, une hétérogénéité des Tregs a été 
décrite. Celle-ci est caractérisée par des différences phénotypiques, ou dorigine (nTregs 
versus iTregs), ou dautres propriétés biologiques. En 2003, léquipe de Benoît Salomon a mis 
en évidence quil existait deux types de Tregs CD25+. Grâce à des expériences 
dincorporation de BrdU (BromodéoxyUridine) et des transferts adoptifs, ils ont montré 
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quune population de Tregs issue des ganglions lymphatiques ou de la rate prolifère de façon 
spontanée à létat basal, et que cette population de Tregs présente un phénotype activé. De 
plus, ils suggèrent que ces Tregs reconnaissent des antigènes du soi issus des tissus 
périphériques (Fisson et al., 2003). Ces résultats mènent à penser quil existe une population 
de Tregs en cycle reconnaissant les antigènes du soi.  
Dautres études se sont portées sur la reconnaissance du soi et limportance du CMH de classe 
II dans lhoméostasie des Tregs en périphérie. Le transfert de Tregs dans une souris 
lymphopénique et déficiente pour la chaîne b du CMH de classe II I-A (I-Ab-/-) résulte en une 
diminution de leur prolifération et de leur survie (Gavin et al., 2002). La même année, 
léquipe dAlfred Singer a montré quen transférant des LTs CD4+ totaux dans une souris 
double transgénique, à la fois I-Ab-/- et Zap70-/-, environ 7 fois moins de Tregs CD25+ étaient 
répertoriés, après 2 mois de transfert par rapport à un transfert dans une souris Zap70-/- 
(Bhandoola et al., 2002). Ces résultats indiquent que les Tregs auraient besoin des interactions 
avec le CMH de classe II pour survivre. Toutefois, ces études précédentes ont été réalisées 
dans des hôtes lymphopéniques, suggérant plutôt un rôle des molécules du CMH de classe II 
dans la LIP (Lymphopenia Induced Proliferation) des Tregs, que dans leur survie. De plus, 
peu de temps après, notre équipe a démontré que les souris I-Ab-/- nétaient pas totalement 
déficientes pour les molécules de CMH de classe II puisquil y avait formation dune 
molécule du CMH de classe II hybride I-Aa I-Eb  (Martin et al., 2003). Nos résultats 
renforcent lhypothèse dun rôle des molécules du CMH de classe II dans la LIP plutôt que 
dans la survie des Tregs.  
En 2006, une étude a été réalisée sur des souris conditionnelles où les molécules du CMH de 
classe II sont délétées sur la majorité des CPAs en périphérie. Ces souris ont un nombre de 
Tregs Foxp3+ réduit de moitié et ces Tregs présentent une forte diminution de lexpression du 
récepteur CD25 (Shimoda et al., 2006). Labsence dinteraction avec les molécules du CMH 
de classe II perturberait lhoméostasie des Tregs en diminuant leur sensibilité à lIL-2. 
 Au vu de ces différentes études, le rôle du CMH de classe II dans la survie des Tregs ne peut 
être clairement établi, des études complémentaires sont nécessaires afin de préciser son 
implication dans la survie des Tregs. 
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2. Le rôle des cytokines de la famille gc 
Comme nous lavons vu précédemment, les Tregs sont caractérisés par lexpression du 
récepteur CD25. Bien quinduisant la prolifération et lexpansion clonale des LTconvs, lIL-2 
régule également lactivité des Tregs. Il est maintenant connu que lIL-2 est impliquée dans la 
survie des Tregs. En effet, les souris déficientes en IL-2, CD25 ou CD122, présentent une 
forte diminution du nombre de Tregs à la périphérie (Fontenot et al., 2005a; Malek et al., 
2002). Ces souris développent un syndrome lymphoprolifératif et  une auto-immunité sévère 
(Sakaguchi et al., 2008). De plus, linjection dun anticorps anti-IL-2 aboutit à une 
élimination des Tregs en périphérie chez la souris. Lensemble de ces résultats montre que 
lIL-2 est essentielle à lhoméostasie des Tregs (Setoguchi et al., 2005). LIL-2 participe à la 
survie des Tregs en induisant, en particulier, lexpression du facteur Bcl-2 (Tang et al., 2008). 
Elle active plusieurs voies de signalisation dont la voie JAK1/JAK3/STAT5. Les souris Jak3-/- 
ainsi que les souris Stat5-/- possèdent une très faible quantité de Tregs Foxp3+ thymiques et 
périphériques (Yao et al., 2007). Chez lhomme, une diminution du nombre de Tregs CD25fort 
a été observée chez les patients atteints dune mutation du gène STAT5B (Cohen et al., 2006). 
Une activation constitutive de Stat5 en absence dIL-2 est suffisante pour augmenter le 
nombre de Tregs (Antov et al., 2003).  
Ces résultats suggèrent que, même si lIL-2 joue un rôle crucial dans le maintien des Tregs, 
dautres cytokines, dont la signalisation serait dépendante de Stat5, pourraient avoir un rôle 
dans lhoméostasie de ces cellules. LIL-7 et IL-15 sont deux cytokines qui activent le facteur 
Stat5. Bien que les souris déficientes en IL-7 ou en IL-15 ne présentent pas de diminution du 
nombre de Tregs (Mazzucchelli et al., 2008; Vang et al., 2008), labsence dIL-7 ou dIL-15, 
combinée à celle de lIL-2, résulte en une plus forte diminution du nombre de Tregs par 
rapport à celle observée chez les souris Il2-/- ou déficientes pour CD25 (Bayer et al., 2007; 
Burchill et al., 2007). Malgré le fait que les Tregs expriment faiblement la chaîne a du 
récepteur à lIL-7 (IL-7Ra), lIL-7 permet, en absence dIL-2, la survie et lexpansion des 
Tregs en périphérie (Kim et al., 2012; Simonetta et al., 2012). Enfin, lIL-7 serait même 
indispensable au maintien des Tregs mémoires dans les tissus (Gratz et al., 2013). Ainsi nous 
venons de voir que les cytokines de la famille gc ont un rôle très important dans le maintien 
des Tregs. Cependant, le TGFb joue également son rôle dans lhoméostasie des Tregs comme 
ont pu le démontrer les équipes dAlexander Rudensky et de Richard Flavell (Li et al., 2006; 
Marie et al., 2005; Marie et al., 2006). Léquipe de Rudensky démontre que les souris Tgf-b1-
/- possèdent un pourcentage de Tregs normal dans le thymus et présentent une diminution du 
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pourcentage et du nombre de Tregs dans la rate. Labsence de TGF-b1 entraîne une 
diminution de lexpression de Foxp3 dans les Tregs et perturbe leur homéostasie ainsi que 
leurs fonctions suppressives (Marie et al., 2005). Léquipe de Flavell sest intéressée à leffet 
du récepteur TGF-b de type II (TGF-b RII) sur les LTs CD4+. En utilisant, des souris CD4Cre 
TGFbRIIflox/flox, les auteurs démontrent que labsence de signalisation du TGF-b RII entraîne 
une diminution du pourcentage de Tregs dans la rate et les ganglions de ces souris mais, de 
façon surprenante, ils observent également que labsence de cette signalisation permet une 
prolifération plus accrue des Tregs dans le thymus, la rate et les LNs de ces souris (Li et al., 
2006). 
3. Effets des molécules inflammatoires  
a) LIL-1, lIL-6 et le TNFa  
En conditions inflammatoire, il est concevable dimaginer que la présence de cytokine pro-
inflammatoire puisse modifier lactivité des Tregs, aussi bien au niveau de leurs fonctions 
suppressives quau niveau de leur homéostasie. LIL-1 est une cytokine pro-inflammatoire 
possédant des effets pléiotropiques. Elle est impliquée dans les systèmes nerveux et 
endocrinien ainsi que dans la protection de lorganisme en facilitant la migration des LTs au 
niveau des sites dinfection. Le rôle de lIL-1 sur les Tregs a été peu étudié malgré le fait que 
les Tregs expriment le récepteur à lIL-1. Toutefois, il a été démontré que lIL-1 joue un rôle 
dans la prolifération des Tregs in vitro mais uniquement en présence de DCs matures 
(Brinster and Shevach, 2008). De plus, il a été montré que lIL-1 ne joue pas un rôle dans les 
fonctions suppressives des Tregs (Kubo et al., 2004). Les travaux de Kubo démontrent 
également que lIL-1 potentialise leffet de lIL-6 sur la prolifération des Tregs (Kubo et al., 
2004).  
LIL-6 est également une cytokine pléiotropique avec diverses activités biologiques 
notamment dans le système immunitaire, l'hématopoïèse, l'inflammation et l'oncogenèse. 
LIL-6 induit la différenciation des LTnaïfs en LTs Th17 en présence de TGF-b et inhibe la 
différenciation en iTreg (Bettelli et al., 2006; Veldhoen et al., 2006). Récemment, une équipe 
a étudié le rôle de cette cytokine sur la fonctionnalité des Tregs. Dans cette étude les auteurs 
utilise un modèle de souris transgénique possédant de façon constitutive un fort taux sérique 
dIL-6. De manière intéressante, cette souris présente un plus grand nombre de Tregs en 
périphérie par rapport aux souris non transgénique, mais présentent un plus faible taux 
diTregs, qui sont caractérisés dans cette études comme Foxp3+ Hélios-. Les nTregs sont 
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fonctionnels in vitro et sont capables de prévenir lapparition de lIBD (Fujimoto et al., 2011). 
Lensemble de ces résultats suggèrent que lIL-6 est une cytokine qui participe, comme lIL-
1, à la prolifération des Tregs mais ne modifie pas leur fonctionnalité.  
Le TNFa est une autre cytokine pro-inflammatoire pouvant modifier lactivité des Tregs. Le 
TNFa signalise à travers deux récepteurs principaux : le TNFR1 et le TNFR2. Le TNFR1 est 
ubiquitaire alors que lexpression du TNFR2 est plus restreinte. Contrairement aux LTs 
effecteurs, une importante proportion de Tregs exprime TNFR2 et son expression est 
augmentée après activation (Chen et al., 2007b; Valencia et al., 2006). Des études très 
récentes montrent que les souris TNFa-/- et TNFR2 KO possèdent un nombre réduit de Tregs 
en  périphérie (Chen et al., 2013b; Chopra et al., 2013). Ces résultats suggèrent un rôle du 
TNFa dans lhoméostasie des Tregs. De plus, le TNFa, en présence d'IL-2, augmente la 
prolifération des Tregs in vitro (Chen et al., 2007b). Il semble donc que le TNFa participe à 
lhoméostasie et la prolifération des Tregs, mais son effet sur les capacités suppressives est 
plus controversé. In vitro, les Tregs issus des souris TNFR2KO ont des capacités suppressive 
similaires à celles des Tregs de souris WT (van Mierlo et al., 2008). In vivo, il a été également 
montré que le TNFa produit par les LTs effecteurs augmente la prolifération et les fonctions 
suppressives des Tregs (Grinberg-Bleyer et al., 2010). Toutefois, le transfert de Tregs 
TNFR2KO  dans une souris RAG2-/- ne permet pas de contrôler le développement de lIBD 
induit par le transfert de LTnaïfs (Housley et al., 2011). De plus, chez lhomme, plusieurs 
études ont suggéré que le TNFa réduisait les fonctions suppressives des Tregs (Nagar et al., 
2010; Valencia et al., 2006; Zanin-Zhorov et al., 2010). Enfin, il est important de noter que le 
TNFa peut intervenir sur lactivité des LTs effecteurs. En effet, il a été démontré que les LTs 
effecteurs TNFR2KO sont moins sensibles à la suppression par les Tregs (Chen and 
Oppenheim, 2010). Lensemble de ces résultats montrent que le TNFa et sa signalisation via 
le TNFR2 participent à lhoméostasie des Tregs et à leurs fonctions suppressives mais que son 
effet dépend du contexte environnemental et de la présence dautres LTs. 
En conclusion, lIL-1 et lIL-6 semblent avoir peu dimpact sur les fonctions suppressives des 
Tregs contrairement au TNFa, bien que son mécanisme daction nest pas clairement élucidé 
et que dautres études sont nécessaires pour étudier leffet de ces cytokines sur les Tregs. Leur 
rôle semble plus axer sur lexpansion des Tregs en conditions inflammatoires. De manière 
intéressante, le TNFa, en plus de faire proliférer les Tregs, permet daugmenter lexpression 
de certaines protéines et récepteurs de la super famille du TNF à la surface des Tregs tels que 
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OX40 et 4-1BB (Hamano et al., 2011). Ces protéines peuvent également participer à la 
régulation de lhoméostasie et aux fonctions suppressives des Tregs. 
b) Les récepteurs de la famille du TNF. 
Les récepteurs de la super famille du TNF sont très nombreux. Ainsi, je développerai dans 
cette partie les effets des récepteurs les plus étudiés sur les Tregs. Le récepteur GITR est 
exprimé de façon constitutive sur les Tregs (McHugh et al., 2002). Il semble que la 
stimulation de GITR entraîne des effets antagonistes entre la prolifération et les fonctions 
suppressives des Tregs. En effet, ladministration in vivo dun Ac anti-GITR diminue les 
fonctions régulatrices des Tregs mais induit leur prolifération (Shimizu et al., 2002). In vitro, 
les mêmes effets ont pu être observés lorsque lon ajoute le ligand soluble de GITR pendant le 
test suppression. En effet, il a été remarqué une augmentation de la prolifération des Tregs 
mais également une diminution de leurs fonctions suppressives (Ji et al., 2004). Dans cette 
étude, les auteurs démontrent que leffet de GITR sur la prolifération nécessite la présence 
dIL-2 (Ji et al., 2004). Une autre étude vient compléter ces résultats en démontrant que la 
stimulation de GITR sur les LTs effecteurs induit leur prolifération et augmentent leur 
résistance à la suppression médiée par les Tregs (Stephens et al., 2004). De façon élégante et 
surprenante, les auteurs démontrent quen ciblant la stimulation de GITR uniquement sur les 
Tregs, ils augmentent leurs fonctions suppressives (Stephens et al., 2004). Lensemble de ces 
résultats suggère que GITR joue un rôle dans la prolifération et les fonctions régulatrices des 
Tregs mais limite leur activité régulatrice lorsquil est aussi stimulé sur les LTs effecteurs. 
Comme je lai cité précédemment les Tregs expriment à leur surface dautres récepteurs de la 
famille du TNF. OX40 et 4-1BB sont 2 protéines de cette famille de récepteurs exprimée de 
façon constitutive sur les nTregs. Les souris OX40-/- présentent un nombre réduit de nTregs 
dans le thymus et la rate jusqu'à lâge de 12-13 semaines. Puis, le nombre de Tregs devient 
normal et se stabilise (Takeda et al., 2004). De plus, aucun défaut en Tregs na été retrouvé 
dans les souris Foxp3eGFP OX40-/- (Vu et al., 2007). Enfin, les souris 4-1BB-/- présentent 
également un nombre de Tregs normal (Choi et al., 2004; Kwon et al., 2002). Cest résultats 
indiquent que ces molécules ne sont pas impliquer lhoméostasie des Tregs. Toutefois, il a été 
montré que cest 2 protéines permettraient de promouvoir la prolifération des Tregs in vitro en 
présence dIL-2 (Elpek et al., 2007; Takeda et al., 2004; Zheng et al., 2004a). Plusieurs études 
ont montré le rôle dOX40 et de 4-1BB dans les fonctions suppressives des Tregs mais cela 
reste controversé. En effet, les premières études in vitro et in vivo ont montré un rôle délétère 
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de ces 2 protéines dans les fonctions régulatrices des Tregs (Choi et al., 2004; Kwon et al., 
2002; Takeda et al., 2004; Valzasina et al., 2005). Enfin, des études plus récentes ont montré 
un rôle positif de lactivation dOX40 et de 4-1BB pour les capacités suppressives des Tregs 
notamment dans lEAE (Kim et al., 2011b), la transplantation cardiaque (Xiao et al., 2012) ou 
encore lIBD (Griseri et al., 2010).  
Lensemble de ces résultats révèle plusieurs points communs entre ces différents récepteurs 
sur leurs rôles dans lhoméostasie, la prolifération et les capacités suppressives des Tregs.  
Dune part, leurs activations aident les Tregs à proliférer et dautre part, elles limitent les 
fonctions des Tregs. Dans ces études, 2 mécanismes sont mis en avant pour expliquer cette 
perte de fonctions. Soit, ces molécules inhibent directement lactivité régulatrice des Tregs, 
soit, elles agissent sur les LTs effecteurs en induisant des signaux qui les rendent résistants à 
la suppression. Ainsi, il apparaît que GITR, OX40 et 4-1BB peuvent inhiber la suppression 
réalisée par les Tregs, mais des études complémentaires sont nécessaires pour une meilleure 
compréhension des cellules et des ligands agissant sur ces récepteurs. 
4. Les autres signaux de survie 
De nombreux autres mécanismes sont en jeu dans la survie des Tregs et le maintien de leur 
homéostasie.  Les signaux de co-stimulations en font partie. Linteraction des molécules 
CD80 et CD86 avec la molécule de co-stimulation CD28 est indispensable au développement 
et au fonctionnement des Tregs (Salomon et al., 2000). Tang et ses collègues se sont 
intéressés au rôle de CD28 dans lhoméostasie des Tregs, et ont démontré que des LTconvs 
dépourvus de co-stimlulation ne peuvent pas produire lIL-2 nécessaire à lhoméostasie des 
Tregs (Tang et al., 2003). Dautres travaux réalisés dans un modèle de chimère de moelle 
osseuse, issue de souris où les DCs sont déficientes pour lexpression des molécules CD80 et 
CD86, montrent quil y a une réduction du pourcentage et du nombre de Tregs en périphérie 
mais pas dans le thymus (Bar-On et al., 2011). Il convient de noter quà létat physiologique, 
les DCs présentes dans les ganglions lymphatiques sont immatures ou semi-matures, cest-à-
dire quelles nexpriment pas ou faiblement les molécules de co-stimulation (Azukizawa et 
al., 2011). Toutefois, elles peuvent, dans une moindre mesure que les DCs matures, permettre 
lexpansion des Tregs in vitro (Fehervari and Sakaguchi, 2004). Enfin, il a été observé très 
récemment que labsence totale de CD28 sur les Tregs limite leur prolifération in vitro (Zhang 
et al., 2013). 
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Dans la littérature, il est décrit que dautres molécules de co-stimulations sont nécessaires à 
lhoméostasie des Tregs. Il a été récemment proposé que les Tregs ICOSfort représentent une 
population  proliférant plus fortement in vitro et in vivo que les Tregs ICOS-/faible. Les Tregs 
ICOS-/faible isolés de la rate ou des ganglions présentent un pourcentage de cellules Annexine 
V+ plus fort et expriment plus fortement les gènes pro-apoptotiques Bad et Bax que leurs 
homologues ICOSfort. Enfin, les Tregs ICOS-/faible sont moins suppresseurs in vitro (Chen et 
al., 2012). Il a également été démontré, chez les souris NOD pré-diabétiques, que les Tregs 
infiltrant les îlots du pancréas sont essentiellement ICOSfort, produisent plus dIL-10 et sont 
plus sensibles in vitro à lIL-2 que leurs homologues ICOS-/faible. Cette meilleure sensibilité à 
lIL-2 des Tregs ICOSfort permet daugmenter le facteur anti-apoptotique Bcl-2 (Kornete et 
al., 2012). Enfin, lorsque les souris ICOS-/- sont infectées par Heligmosomoides polygyrus ou 
Schistosoma mansoni, les Tregs développent une apoptose accrue (Redpath et al., 2013). 
Toutefois, lensemble de ces résultats suggère que le rôle dICOS est le reflet dune meilleure 
réponse à lIL-2 plutôt que de lengagement de la molécule ICOS en elle-même et que par 
conséquent les Tregs ICOSfort survivent préférentiellement.  
Dautres facteurs ou molécules peuvent entrer en jeu dans le maintien du pool de Tregs. En 
effet, dautres médiateurs extracellulaires peuvent déclencher lapoptose des Tregs, 
notamment la NAD (Nicotinamide Adénine Dinucléotide) et lATP. Les Tregs sont très 
sensibles à la mort déclenchée par ces deux composés ; les souris déficientes pour le récepteur 
P2X7, récepteur de ces deux molécules, possèdent un nombre de Tregs plus élevé (Aswad et 
al., 2005). Une étude plus récente montre quune déplétion sélective des Tregs peut être 
réalisée par linjection de NAD et que les souris déficientes pour lectoenzyme CD38, qui 
catalyse la NAD en ADP ribose cyclique, présentent un plus faible nombre de Tregs que des 
souris WT (Hubert et al., 2010).  
En 2007, le groupe de Shimon Sakaguchi révèle que les Tregs expriment très fortement le 
récepteur 4 au folate (FR4). Il montre quen bloquant lactivité de ce récepteur par un Ac 
F(ab), le nombre de Tregs diminue fortement dans le sang périphérique. La voie du folate 
jouerait donc un rôle important dans la survie des Tregs (Yamaguchi et al., 2007). Par la suite, 
il a été montré que lacide folique était nécessaire à la survie des Tregs au niveau du colon. En 
effet, lorsque des souris ont été nourries sans acide folique, le nombre de Tregs dans le colon 
décroît fortement. De plus, une diminution de lexpression des gènes anti-apoptotique Bcl-2 et 
Bcl-xL a été observée dans les Tregs de ces souris, ainsi quune proportion plus forte de Tregs 
Annexine V+ (Kinoshita et al., 2012). Une autre équipe a confirmé ces résultats en démontrant 
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quune carence en vitamine B9 (autre nom de lacide folique) diminuait le nombre de Tregs 
dans lintestin et que lexpression du gène Bcl-2 était diminuée dans ces Tregs (Kunisawa et 
al., 2012). Ces études montrent un rôle important de lacide folique dans la régulation de 
lhoméostasie des Tregs, particulièrement au niveau intestinal.  
 
La flore commensale joue également un rôle important dans lhoméostasie des Tregs du 
colon. Très récemment, deux études portant sur la composition du microbiome et de son 
influence sur lhoméostasie ont été publiées. La première montre que les produits issus de la 
fermentation des bactéries commensales, les SCFAs (Short-Chain Fatty Acids) régulent 
lhoméostasie des Tregs du colon via leur fixation sur le récepteur GPR43, qui est très 
exprimé par les Tregs du colon. Les souris Ffar2-/- (gène codant pour GPR43) possèdent un 
faible nombre de Tregs dans le colon avec des fonctions suppressives diminuées (Smith et al., 
2013). Dans la seconde étude, les auteurs ont colonisé les souris ne possédant pas de flore 
commensale [souris Germ Free (GF)] avec des souches de Clostridia provenant du microbiote 
intestinal humain. Les résultats montrent quune telle flore permet de générer des iTregs et 
donc daugmenter le pool de Tregs du colon des souris GF (Atarashi et al., 2013). Ces deux 
études mettent en lumière le rôle primordial des bactéries commensales dans lhoméostasie 
des Tregs intestinaux. 
5. Mécanismes dapoptose des Tregs 
La mort cellulaire programmée joue un rôle critique dans le développement des LTs et 
notamment des Tregs. Lapoptose est le processus principal qui régule lhoméostasie des 
cellules hématopoïétiques. Il existe principalement deux voies qui contrôlent lapoptose : la 
voie des facteurs extrinsèques qui utilisent les récepteurs de mort, et la voie intrinsèque qui est 
initiée lorsquil y a un stress cellulaire. Cette dernière est une balance entre les membres pro- 
et anti-apoptotiques de la famille des protéines Bcl-2, qui aboutit à lactivation des protéines 
Bax et Bak. Lactivation de Bax et Bak est le point de non-retour de la voie intrinsèque. 
Enfin, ces deux voies convergent vers lactivation des caspases qui sont les protéines 
effectrices de lapoptose (Figure 16). 
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Figure 16 : Les voies de signalisation de  lapoptose.  Issu de (Bouillet and O'Reilly, 2009) 
Dans la voie extrinsèque (ou des récepteurs de mort), l'engagement du récepteur de mort CD95 par 
CD95 ligand (CD95L) conduit à l'activation de la caspase 8 par la protéine adaptatrice FADD  
domaine de mort associé à Fas). La caspase 8 activée clive et active les caspases 3, 6 et 7, qui visent 
les substrats cellulaires vitaux pour induire la mort cellulaire. Dans la voie intrinsèque, les signaux de 
stress externes comme la privation de facteurs de croissance, l'exposition à des agents cytotoxiques ou 
des rayonnements activent Bcl-2 mais également des médiateurs pro-apoptotique comme BIM, qui à 
son tour va activer BAX et BAK, soit directement (en pointillé) ou indirectement (trait plein) en 
inhibant les membres anti-apoptotiques tels que Bcl-2. L'oligomérisation des protéines BAX et BAK 
provoque la perméabilisation de la membrane mitochondriale externe, la libération de cytochrome c et 
l'activation de la caspase 9 initiateur de lapoptosome. La caspase 9 effectrice va alors activer les 
caspases 3, 6 et 7 et cela aboutit finalement à la mort cellulaire. Le clivage de BID par la caspase 8 
après l'induction de CD95 fait un lien entre les deux voies dans certains types de cellules (par 
exemple, dans les hépatocytes). APAF1 (Apoptotic Protease-Activating Factor 1); cFLIP (Cellular 
FLICE-Like Inhibitory protein); tBID (BID tronqué). 
 
Une diminution du nombre de Tregs du fait dune apoptose augmentée a souvent été associée 
à des pathologies auto-immunes (Glisic-Milosavljevic et al., 2007; Nakano et al., 2007; 
Orihara et al., 2007). Ces résultats suggèrent que les Tregs subissent une mort cellulaire 
différente de celle des autres LTs ou alors quils dépendent de facteur de survie ou de mort 
différents des LTconvs. Bien quil ait été observé une augmentation du nombre de Tregs dans 
les souris déficientes pour lexpression des facteurs pro-apoptotiques Bim (Chougnet et al., 
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2011) ou Bax et Bak (Zhan et al., 2011), ces résultats traduisent essentiellement un défaut de 
sélection négative et non pas une meilleure survie des Tregs en périphérie. Le candidat 
préférentiel impliqué dans la survie des Tregs a longtemps été Bcl-2, car son rôle potentiel été 
suggéré par plusieurs études. In vitro, lorsque des Tregs sont mis en culture en présence dIL-
2, lexpression de Bcl-2 est augmentée (Taams et al., 2001). De plus, les souris dans 
lesquelles Bcl-2 est exprimé de façon constitutive, le nombre de Tregs est également 
augmenté (Tischner et al., 2012). En revanche, une étude récente montre que, lorsque des 
souris sont irradiées puis reconstituées par un mélange de précurseurs hématopoïétiques issus 
de souris WT et de souris Bcl-2-/-, elles présentent un taux normal de Tregs issus des 
précurseurs Bcl-2-/- (Pierson et al., 2013). Ces résultats suggèrent que Bcl-2, bien que jouant 
un rôle dans lapoptose des Tregs, ne serait pas un facteur critique.  
Dans cette même étude, léquipe dAdrian Liston montre que Mcl-1 est le facteur anti-




flox/flox, où le gène Mcl-1 floxé est éliminé dans les cellules exprimant la protéine 
Cre recombinase qui est sous le contrôle de lexpression de Foxp3, succombent entre 4 et 8 
semaines à de multiples pathologies auto-immunes, présentent une diminution denviron 60% 
du nombre de Tregs en périphérie. Ils démontrent également que des souris irradiées et 
reconstituées avec de la moelle osseuse de souris WT et de souris CreERT2 Mcl-1flox/flox, 
présentent un très faible taux de Tregs issus des précurseurs CreERT2 Mcl-1flox/flox. CreERT2 
est une protéine de fusion entre le récepteur humain à lestrogène et la Cre recombinase. Cest 
un système inductible. En effet, linjection du tamoxifène (ligand de ERT2) entraîne la 
translocation du récepteur dans le noyau et permet à la Cre recombinase déliminé le gène 
floxé. Enfin, ils montrent quin vitro et in vivo la régulation de lexpression de Mcl-1 passe 
par lIL-2 (Pierson et al., 2013). Ainsi, lensemble de ces résultats suggère que lhoméostasie 
des Tregs est régulée par lIL-2 et par les molécules anti-apoptotiques Bcl-2 et Mcl-1. 
Outre la voie intrinsèque, lapoptose peut être déclenchée dans les LTs via des interactions 
récepteurs-ligands. En effet, les LTs expriment plusieurs récepteurs de mort différents : le 
récepteur Fas (CD95) en lest dentre eux. Un défaut dans la voie des récepteurs de mort 
nentraîne pas daugmentation du nombre de Tregs (Ikeda et al., 2010; Zheng et al., 2007a) et 
les Tregs semblent êtres moins susceptibles à linduction de la mort via Fas que les LTs 
effecteurs (Banz et al., 2002; Fritzsching et al., 2005). Toutefois, dautres études ont montré 
quune déplétion spécifique des Tregs pouvait être réalisée par lactivation de Fas via FasL 
(Chen et al., 2007a; Reardon et al., 2008). Enfin, dautres résultats indiquent que les Tregs 
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sont moins sensibles à lAICD (Activation-Induced Cell Death) déclenchée par Fas lors de 
lactivation. En effet, contrairement aux LTs activés, les Tregs expriment peu FasL car Foxp3 
réprime lexpression de FasL lors de lactivation et limite ainsi lAICD (Weiss et al., 2011).  
6. Stabilité et plasticité des Tregs 
De nos jours, la plasticité des Tregs fait beaucoup débat dans la communauté scientifique. Les 
LTs peuvent acquérir différents phénotypes et différentes fonctions selon les conditions 
environnementales et les Tregs sont également sujet à ces variations environnementales. Il a 
été suggéré que les Tregs sont instables sous certaines conditions et quils peuvent adopter un 
phénotype similaire à celui des LTs CD4+ effecteurs. En effet, des Tregs transférés dans un 
hôte lymphopénique perdent lexpression de Foxp3 et de CD25, cela entraînant leur 
conversion en LTs CD4+ effecteurs. De plus, ces « exTregs » produisent des cytokines pro-
inflammatoires comme lIFNg et le TNFa. Cependant, cette perte dexpression peut être 
évitée par le co-transfert de LTconvs, ces derniers fournissant alors lIL-2 nécessaire au 
maintien de lexpression de Foxp3 (Duarte et al., 2009).  
Le groupe de Shohei Hori propose quen condition physiologique, il existe une sous-
population de Tregs CD25-/faible plus instable parmi le pool de Tregs (Komatsu et al., 2009). 
Léquipe a renforcé cette théorie en utilisant des souris Foxp3GFPCreRosa26RFP : ces souris 
permettent de déterminer quelle cellule a exprimé Foxp3 au cours de son existence et a 
prouvé quune fraction des Tregs devient Foxp3- et saccumule en conditions inflammatoires. 
De plus, les auteurs démontrent que cette reprogrammation est due à labsence 
dhypométhylation de la région CNS2 du promoteur de Foxp3 (Miyao et al., 2012). Toutefois, 
léquipe dAlexander Rudensky avait démontré en 2010, dans un système similaire utilisant 
cette fois-ci des souris Foxp3GFPCreRosa26YFP, quune fraction, inférieure à 3%, de Tregs 
perdait lexpression de Foxp3, suggérant que le lignage des Tregs était très stable même en 
conditions inflammatoires (Rubtsov et al., 2010).  
Dautres études ont analysé la plasticité des Tregs en conditions inflammatoires. Par exemple, 
les Tregs peuvent se différencier in vitro en LTs Th17 en présence dIL-6 et de TGFb  (Yang 
et al., 2008). In vivo, une diminution de lexpression de Foxp3 a été observée dans les Tregs 
présents dans lenvironnement tumoral (Sharma et al., 2010) mais également lors dune 
infection par Taxoplasma Gondii. En effet, dans ce type dinfection, une diminution dIL-2 
dans lintestin induit la perte dexpression de Foxp3 dans les Tregs et entraîne lacquisition 
dun phénotype effecteur par ces Tregs, notamment lexpression de T-bet et la production 
 - 70 - 
dIFNg  (Oldenhove et al., 2009). Tous ces résultats suggèrent que la stabilité du lignage 
Tregs est dépendante de la stabilité de lexpression de Foxp3 et de CD25. 
Les mécanismes permettant une expression stable de Foxp3 peuvent être décomposés en 3 
niveaux de régulation. Premièrement, Foxp3 induit sa propre induction (Gavin et al., 2007) 
qui est également favorisé par le CD25 et lactivation de STAT5 (Antov et al., 2003; Zheng et 
al., 2007b). De plus, Foxp3 régule négativement les autres voies de différenciation des LTs, 
tout en réprimant lexpression des cytokines associées aux autres lignages (Gavin et al., 2007; 
Wan and Flavell, 2007).  
Dans un second temps, des modifications épigénétiques, dans la région TSDR du gène Foxp3 
doivent être initiées pour permettre une expression stable de Foxp3 (Floess et al., 2007). En 
effet, quand le locus Foxp3 est déméthylé par un traitement à lazacytidine, une simple 
activation est suffisante pour induire lexpression de Foxp3 (Polansky et al., 2008). Dans les 
nTregs, Foxp3 lui-même, en coopération avec le facteur de transcription Runx1, ne se lie à la 
région TSDR que si celle-ci est déméthylée. Ces résultats montrent que la forme déméthylée 
de la région TSDR permet de recruter le complexe Runx-Foxp3 pour induire la transcription 
de Foxp3. La délétion de cette région entraîne une perte dexpression de Foxp3 au cours de 
divisions successives (Zheng et al., 2010). Enfin, cette région déméthylée est riche en îlots 
CpG, servant de site de fixation à dautres facteurs de transcription comme CREB/ATF, 
NFkB et Ets-1, qui agissent en aval des signaux TCR/CD28 et permettent une stabilisation de 
lexpression de Foxp3 (Kim and Leonard, 2007; Mouly et al., 2010; Polansky et al., 2010). 
Enfin en 2012, léquipe de Shimon Sakaguchi révèle lépigénome des Tregs. Dans cette 
étude, le statut de méthylation des îlots CpG des gènes clefs associés aux Tregs a été analysé. 
Il démontre que lacquisition au niveau thymique et la stabilité au niveau périphérique du 
lignage des Tregs est dépendante du signal TCR, car il induit la déméthylation de ces îlots et 
permet la transcription des gènes-clefs définissant le lignage des Tregs (Ohkura et al., 2012).  
Un troisième mécanisme de stabilité des Tregs est médié par les microRNA, mais il est encore 
mal défini. Les souris déficientes pour les enzymes Dicer ou Drosha, des enzymes 
indispensables à la génération des microRNA, développent des maladies auto-immunes 
fatales semblables à celles qui sont observées chez la souris déficientes en Tregs (Chong et 
al., 2008; Liston et al., 2008a). Les Tregs des souris Dicer-/- sont moins fonctionnels en 
conditions physiologiques et perdent totalement leurs capacités suppressives en conditions 
inflammatoires (Liston et al., 2008a). Cela est dû à la perte dun groupe de microRNAs (miR-
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7, miR-18a, miR-21, miR-34a et miR-155) qui inhibent SATB1 et miR-146a qui, à leur tour, 
suppriment lexpression de STAT1. En effet, la répression de SATB1 permet un remodelage 
correct de la chromatine pour lexpression des gènes nécessaires aux Tregs (Beyer et al., 
2011). De plus, la répression de STAT1 évite la transformation des Tregs en LTs Th1 
producteurs dIFNg en conditions inflammatoires (Lu et al., 2010). Enfin, il a également été 
montré que Foxp3 dirige lexpression du microRNA miR-155 et, ainsi, inhibe lexpression de 
SOCS1 qui est un inhibiteur de la voie de signalisation du récepteur à lIL-2 (Lu et al., 2009). 
Pris ensemble, ces trois processus de régulation permettent de stabiliser et verrouiller le 
lignage des Tregs en conditions homéostatiques. 
Problématique 
Des études récentes ont clairement établi que le TCR avait un rôle important dans 
lengagement des thymocytes vers la lignée des Tregs (Bautista et al., 2009). Plus 
précisément, le développement des Tregs serait instruit par un TCR ayant une forte avidité 
pour les peptides du soi associés aux molécules du CMH de classe II présentés dans le 
thymus. Durant leur développement, les Tregs expriment le facteur de transcription Foxp3 qui 
induit et stabilise un programme spécifique pour leurs fonctions suppressives. 
Après leur maturation dans le thymus, les Tregs migrent à la périphérie où ils exercent leur 
pouvoir régulateur. En périphérie, des travaux ont suggéré que les Tregs continuaient 
dinteragir avec le soi (Darrasse-Jeze et al., 2009; Lathrop et al., 2008). Ainsi, nous avons 
voulu étudier le rôle de ces interactions continues avec le soi dans lhoméostasie et les 
fonctions suppressives des Tregs périphériques. Afin de réaliser cette étude, nous avons utilisé 
deux modèles expérimentaux, un modèle de chimère de moelle osseuse et un modèle de 
transfert adoptif permettant de priver, dans les deux cas, les Tregs dinteractions avec les 
molécules du CMH de classe II à la périphérie. 
Dans la littérature, plusieurs études ont mis en évidence lexistence de différentes sous-
populations de Tregs aux capacités suppressives différentes. Très récemment, notre équipe a 
démontré que lexpression de Ly-6C permettait de discriminer les LTnaïfs selon leur 
autoréactivité (Martin et al., 2013). Nous avons également révélé, dans des souris non 
manipulées, que lexpression de la protéine Ly-6C permet didentifier deux sous-populations 
de Tregs présentant une autoréactivité différente. Ainsi, dans la seconde partie de mes travaux 
de thèse, je me suis intéressé à caractériser les Tregs Ly-6C- et Ly-6C+ et plus 
particulièrement à étudier limpact de leur autoréactivité sur leur développement, leurs 
fonctions suppressives et leur homéostasie.  
Le but de lensemble de mes travaux de thèse était donc de comprendre limpact de 
lautoréactivité dans la biologie des Tregs périphériques. Plus précisément, je me suis attaché 
à mettre en évidence le rôle fondamental que joue la reconnaissance du soi dans les capacités 
suppressives des Tregs périphériques. 
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À la périphérie, lexpression de Foxp3 est considérée comme suffisante au maintient des 
fonctions suppressives des lymphocytes T CD4+ régulateurs. En effet, chez les chimères 
hématopoïétiques où lexpression des molécules de CMH de classe II est restreinte à 
lépithélium thymique, les lymphocytes T CD4+ régulateurs périphériques sont dépourvus 
dactivité suppressive. De plus, les lymphocytes T CD4+ régulateurs périphériques récupérés 
5 jours après transfert dans un hôte n'exprimant pas les molécules du CMH de classe II ne 
sont pas capables d'inhiber la prolifération des lymphocytes T CD4+ conventionnels à la fois 
in vitro et in vivo. La perturbation des interactions TCR/CMH de classe II conduit rapidement 
à laltération du phénotype, de leur capacité à répondre à une stimulation, de la production 
d'IL-10 et de leur signature transcriptionnelle des lymphocytes T CD4+ régulateurs. De façon 
intéressante, la privation de ces interactions n'affecte pas l'expression de Foxp3, indiquant que 
la reconnaissance de soi par les lymphocytes T CD4+ régulateurs induit une signature 
transcriptionnelle et des caractéristiques fonctionnelles uniques qui ne reposent pas sur 
l'expression de Foxp3. 
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Foxp3-independent loss of regulatory CD4+ T-cell
suppressive capacities induced by self-deprivation
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In the periphery, Foxp3 expression is considered sufficient to maintain natural regulatory
CD4+ T-cell suppressive function. In this study, we challenge this model. Indeed, in
mouse chimeras in which major histocompatibility complex (MHC) class II expression
is restricted to the thymus, peripheral regulatory CD4+ T cells lack suppressive activity.
In addition, regulatory CD4+ T cells recovered 5 days after transfer into recipient mice
lacking expression of MHC class II molecules (self-deprived) are unable to inhibit the
proliferative response of conventional CD4+ T cells both in vitro and in vivo. Disruption
of TCR/MHC class II interactions rapidly leads to alterations in the regulatory CD4+ T-cell
phenotype, the ability to respond to stimulation and to produce interleukin-10, and the
transcriptional signature. Interestingly, self-deprivation does not affect Foxp3 expression
indicating that in regulatory CD4+ T cells, self-recognition induces unique transcriptional
and functional features that do not rely on Foxp3 expression.
Keywords: Autoreactivity r Foxp3 r Regulatory T cells
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Introduction
Naturally occurring regulatory CD4+ T (Treg) cells are impor-
tant for the maintenance of self-tolerance in the periphery. In
particular, they are key players in the prevention of various
autoimmune and inflammatory disorders. Natural Treg cells arise
in the thymus where T-cell receptor (TCR) signals lead to in-
terleukin (IL)-2 sensitivity enhancement in developing thymo-
cytes. Then, IL-2 signaling induces Foxp3 expression that, in turn,
strengthens Treg-cell lineage stability [1,2]. Foxp3 expression is
Correspondence: Dr. Bruno Lucas
e-mail: bruno.lucas@inserm.fr
then important to maintain a distinct transcriptional program re-
quired for their suppressive function [3–5].
Recent studies have clearly established that the TCR has an
instructive role in inducing commitment of developing thymo-
cytes into the Treg-cell lineage [6,7]. More precisely, Treg-cell
development would be instructed by TCRs with high avidity for
self-peptides bound to major histocompatibility complex (MHC)
class II molecules (self). Indeed, the proportion of Treg cells is
increased when TCR transgenic T cells are forced to see their
cognate antigens in the thymus [1,2,8,9]. This model is further
supported by the observation that there is a limited amount of
∗These authors contributed equally to this work.
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Figure 1. Major histocompatibility complex (MHC) II1/1-CD3KO chimeras lack functional Treg cells in the periphery. CD3KO mice were lethally
irradiated and their immune system reconstituted with wild-type (WT) (WT-CD3KO chimeras) or MHC II1/1 (MHC II1/1-CD3KO chimeras) bone
marrow (BM) cells. Chimeras were analyzed 28 days after BM-cell transfer. (A) Diagram illustrating the experimental model. (B) CD4+ CD25+ (Treg)
cells were purified from the periphery or the thymus of chimeras and WT mice. CD4+ CD25− (Tconv) cells were purified from lymph nodes of
WT mice, labeled with carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE), and cultured alone (–) or together with the indicated Treg cells at
a 1/1 Treg/Tconv cell ratio. CFSE fluorescence histograms of Tconv cells (CFSE+) are shown 64 h after the beginning of culture. Histograms in the
absence of anti-CD3 stimulation are also shown (left, filled histograms). Values correspond to the average number of cell divisions undergone by
Tconv cells in response to anti-CD3 stimulation during the culture period. The histograms shown were generated from one experiment but are
representative of three individual experiments.
overlap (10–20%) between the TCR sequences expressed within
the conventional CD4+ T (Tconv) cell and the Treg-cell repertoire
[10]. Interestingly, overlapping is more important when the Treg-
cell repertoire was compared with the repertoire of pathogenic
autoreactive effector T cells [11].
After migrating to the periphery, Treg cells still interact with
self. Indeed, based on autoimmune ovarian disease and prostatitis
models, Tung and colleagues [12,13] have determined that con-
tinuous interactions with self are required to allow Treg cells to
accumulate in the draining lymph-nodes. More recently, Lathrop
et al. [14] have confirmed that the Treg-cell TCR repertoire varies
by anatomical location in the periphery. Finally, Darrasse-Je`ze et
al. [15] have obtained interesting data showing that MHC class II-
expressing dendritic cells are required to maintain Treg-cell num-
bers in the periphery. Altogether, these data strongly suggest that
natural Treg cells are submitted to continuous interactions with
self in the periphery.
In this study, we investigated whether self-deprivation (in-
duced in our experimental settings by the nonexpression of MHC
class II molecules in the periphery) would alter peripheral Treg-
cell suppressive capacities. By using two complementary mouse
experimental models, we show that self-deprived Treg cells lack
suppressive activity. Interestingly, self-deprivation does not affect
Foxp3 expression indicating that in Treg cells, self-recognition in-
duces unique transcriptional and functional features that do not
rely on Foxp3 expression.
Results
Self-deprived Treg cells are not functional
To assess the role of interactions with self in the suppressive capac-
ities of peripheral Treg cells, we first studied mouse bone-marrow
(BM) chimeras in which MHC class II expression was restricted to
the thymus (Fig. 1A). When MHC class II expressing BM cells were
injected, the resulting chimeras (WT-CD3KO chimeras) displayed
a pattern of MHC class II molecule expression similar to that of
unmanipulated wild-type (WT) mice. In chimeras generated by
injecting BM cells that did not express MHC class II molecules
into recipient mice (MHC II1/1-CD3KO chimeras), MHC class II
molecule expression was mostly restricted to radioresistant thymic
epithelial cells [16]. In these chimeras, CD4+ T cells, notably Treg
cells, were produced in the thymus even more efficiently than in
C© 2012 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.eji-journal.eu
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WT-CD3KO chimeras, due to the lack of efficient thymic negative
selection by BM-derived antigen-presenting cells (APCs) in the
thymic medulla [16]. Four weeks after BM cell transfer, the pro-
portion of peripheral CD4+ T cells expressing Foxp3 was more
important in WT-CD3KO chimeras than in MHC II1/1-CD3KO
chimeras (26.3 ± 0.8% in WT-CD3KO chimeras versus 16.8% ±
1.0 in MHC II1/1-CD3KO chimeras).
We compared the in vitro suppressive capacities of thymic
and peripheral Treg cells from both types of chimeras. Thymic
Treg cells from MHC II1/1-CD3KO chimeras inhibited Tconv-
cell proliferation to a similar extent than thymic Treg cells
from WT-CD3KO chimeras or from WT mice (Fig. 1B). By con-
trast, peripheral Treg cells from MHC II1/1-CD3KO chimeras
failed to efficiently suppress the proliferative response of Tconv
cells to anti-CD3 stimulation. Thus, in MHC II1/1-CD3KO
chimeras, Treg cells are losing their functional characteristics
when migrating from the thymus (MHC II+) to the periphery
(MHC II−).
Then, we transferred large numbers of total T cells from the
periphery of WT mice into CD3ε−/− recipient mice lacking or not
MHC class II molecule expression (CD3KO-MHC II1/1 or CD3KO-
MHC II+ recipient mice, respectively; Fig. 2A). Five days later,
peripheral Treg cells were purified and their suppressive capacities
tested in vitro (Fig. 2B–F).
As soon as 16 h after the beginning of culture, Treg cells from
MHC II+ recipient mice or from WT mice inhibited the expression
of late-activation markers by Tconv cells (increase in cell size and
expression of CD25; Fig. 2B). By contrast, Treg cells from CD3KO-
MHC II1/1 recipient mice were not able to suppress the activation
of Tconv cells in response to anti-CD3 stimulation in vitro. These
results were further confirmed when the suppressive capacities of
Treg cells from CD3KO-MHC II1/1 and CD3KO-MHC II+ recipi-
ent mice were studied 64 h after the beginning of the coculture
(Fig. 2C). Indeed, at that time point, Treg cells from CD3KO-MHC
II1/1 recipient mice failed to efficiently suppress the prolifera-
tive response of Tconv cells to anti-CD3 stimulation. The lack of
efficient inhibition of Tconv-cell activation and proliferation by
Treg cells from CD3KO-MHC II1/1 recipient mice was found to
apply for various Treg/Tconv-cell ratios (Fig. 2D). These results
were found to be highly statistically significant when data from
six independent experiments were pooled (Fig. 2E). In the above
experiments, Treg cells were purified as CD25+ CD4+ T cells us-
ing magnetic beads (see Materials and methods and Supporting
Information Fig. 1A). To exclude the possibility that contaminants
in Treg cells purified from CD3KO-MHC II1/1 recipient mice (ac-
tivated CD25+ Foxp3− CD4+ T cells for example) might explain
our results, we repeated the suppression assay using Foxp3-GFP
(where GFP is green fluorescent protein) mice and isolating Treg
cells by flow cytometry sorting. Using this protocol, whatever the
origin of Treg cells, purity was above 99% (Supporting Informa-
tion Fig. 1B). Highly purified Treg cells from CD3KO-MHC II1/1
recipient mice were still not able to suppress the response of Tconv
cells in response to anti-CD3 stimulation in vitro (Supporting In-
formation Fig. 1C). Interestingly, whatever their origin and sup-
pressive capacities, Treg cells exhibited a stable phenotype, still
expressing Foxp3 and CD25 after 3 days of coculture (Supporting
Information Fig. 1D).
We injected large numbers of T cells in order to fill the
periphery and to limit lymphopenia-induced proliferation (LIP)
of injected T cells. Indeed, we have previously shown that
when more than 50 × 106 CD4+ T cells were transferred
into T-cell deficient recipient mice, their LIP was largely re-
duced [17]. However, although limited, lymphopenia-induced
Treg-cell activation and proliferation still existed to a cer-
tain extent in CD3KO-MHC II+ recipient mice and led to im-
provement of their suppressive capacities as shown by their
enhanced capacities to control Tconv-cell proliferation when
compared with Treg cells purified directly from WT mice
(Fig. 2D and E, Supporting Information Fig. 1).
The nonfunctionality of Treg cells from CD3KO-MHC II1/1
recipient mice was not due to increased cell death of these
cells in our culture assay. Indeed, for all Treg/Tconv-cell ratios
tested, 16 h after the beginning of culture, only slight differences
in the proportion of Treg cells can be observed in the culture
wells whatever the origin of Treg cells (Supporting Information
Fig. 2).
To test whether this loss of function was definitive or
could be reversed, Treg cells from both types of recipient
mice were precultured for 2 days in the presence of anti-CD3
and APC, with or without IL-2, before testing their suppres-
sive capacities (Fig. 2F). After preactivating them in the pres-
ence or absence of IL-2, Treg cells from CD3KO-MHC II1/1
recipient mice were as efficient as Treg cells from CD3KO-
MHC II+ recipient mice in suppressing the response of Tconv
cells to anti-CD3 stimulation (Fig. 2F). Moreover, Treg cells
from CD3KO-MHC II1/1 recipient mice did not recover their
suppressive capacities when precultured for 2 days with IL-
2 alone (Supporting Information Fig. 3). TCR signaling is
thus necessary and sufficient to reverse the loss of suppres-
sive function observed when Treg cells cannot interact with
self.
Altogether, our data suggest that continuous interactions with
self are required for maintaining the suppressive capacities of Treg
cells. However, in CD3KO-MHC II1/1 recipient mice, CD4+ Tconv
cells are also not receiving any TCR signals, which may result
in environmental changes such as diminished in vivo IL-2 levels
that may explain our data. To exclude this possibility, CD3KO-
MHC II1/1 recipient mice were injected daily with 2 × 105 IU
of IL-2 (Fig. 3). As described previously [18], WT mice injected
3 consecutive days with 2 × 105 IU of IL-2 exhibited increased
proportion of Treg cells in the periphery and their Treg cells ex-
pressed significantly higher CD25 surface amounts but unchanged
Foxp3 levels when compared with those of Treg cells from un-
treated mice (Fig. 3A). Treg cells from IL-2-treated CD3KO-MHC
II1/1 recipient mice were still completely inefficient in inhibiting
CD25 expression on CD4+ Tconv cells 16 h after the beginning
of culture, and were only able to inhibit slightly the prolifer-
ation of CD4+ Tconv cells 64 h after the beginning of culture
(Fig. 3B). In CD3KO-MHC II1/1 recipient mice, increased produc-
tion of IL-2 by injected CD8+ Tconv cells may compensate for
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Figure 2. Self-deprived Treg cells are not functional in vitro. T cells purified from the periphery (lymph nodes + spleen) of WT mice were injected
into CD3KO mice (CD3KO-MHC II+ recipients) or into CD3KO-MHC II1/1 mice (CD3KO-MHC II1/1 recipients). Five days later, the suppressive
capacities of Treg cells purified from the periphery of recipient mice were analyzed. (A) Diagram illustrating the experimental model. (B) Tconv
cells were purified from lymph nodes of WT mice, labeled with CFSE, and cultured alone (–) or together with the indicated Treg cells in the presence
of soluble anti-CD3 and antigen-presenting cells (APCs). Forward Scatter (FSC), CD25, and CD69 histograms of Tconv cells (CFSE+) are shown
16 h after the beginning of culture for a 1/1 Treg/Tconv ratio. (C) FSC, CD25, and CFSE histograms of Tconv cells (CFSE+) are shown 64 h after the
beginning of culture for a 1/1 Treg/Tconv ratio. Histograms in the absence of anti-CD3 stimulation are shown as controls (left, filled histograms).
(D) Inhibition indexes (inhibition of Tconv-cell CD25 expression was calculated after a culture period of 16 h; inhibition of Tconv-cell proliferation
was estimated 64 h after the initiation of culture) are shown for various Treg/ Tconv-cell ratios (2, 1, 1/2, 1/4, 1/8). (E) The same inhibition indexes
are shown for a 1/1 Treg/ Tconv-cell ratio as means ± SEM values of six independent experiments. (F) Treg cells from the indicated mice were
stimulated for 2 days with soluble anti-CD3 and APCs in the presence or absence of interleukin (IL)-2. Then, they were tested for their suppressive
abilities. Data are shown as inhibition indexes of Tconv-cell proliferation after a culture period of 64 h are shown for various Treg/ Tconv-cell
ratios (2, 1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32) and are representative of two individual experiments. **p < 0.01, ***p < 0.001, Student’s unpaired t-test.
“self-depriving” CD4+ Tconv cells (Fig. 3C). Moreover, as de-
scribed previously [19], peripheral CD4+ Treg cells from MHC
II1/1 mice (that are presumably selected on MHC class I
molecules) were fully suppressive in vitro in spite of the virtual
absence of CD4+ Tconv cells in these mice (Fig. 3D). Thus, in
contrast with self-deprived Treg cells, CD4+ Tconv-cell deprived
Treg cells are functional.
Finally, we tested whether self-deprived Treg cells were also
lacking suppressive capacities in vivo. CD4+ Tconv cells (CD45.1)
were injected alone or together with Treg cells (CD45.2) from
CD3KO-MHC II+, CD3KO-MHC II1/1 recipient mice or WT mice
at a 1/1 ratio (Fig. 4A). Two weeks later, absolute numbers
of CD4+ T cells recovered from the periphery of injected mice
were estimated. As previously described [20], with such a ra-
tio, control Treg cells significantly inhibited the initial expansion
of CD4+ Tconv cells (Fig. 4B). In lines with our in vitro data,
Treg cells from CD3KO-MHC II+ recipient mice were more effi-
cient than Treg cells purified directly from WT mice in inhibiting
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Figure 3. Decreased IL-2 production by Tconv cells does not account for self-deprived Treg-cell loss of suppressive function. (A) WT mice were
treated 3 days with daily i.p. injections of 200,000 IU of recombinant human IL-2. Twenty-four h after the last injection, peripheral cells of treated
and control mice were recovered and stained for CD4, CD8α, CD25, and Foxp3 expression. The proportion of Foxp3-expressing cells among CD4+
CD8α− cells was estimated. Foxp3 and CD25 fluorescence histograms of peripheral CD4+ CD8α− Foxp3+ from IL-2-treated (IL-2+) or -untreated (IL-2 –)
WT mice are shown. Each symbol represents a single mouse (left). The histograms shown in the right part were generated from the data for one
mouse, but are representative of six mice from two individual experiments. (B) CD3KO-MHC II1/1 recipient mice were daily injected or not with
IL-2. Treg cells were purified from the periphery of CD3KO-MHC II+, CD3KO-MHC II1/1, and IL-2-treated CD3KO-MHC II1/1 recipient mice. Tconv
cells were purified from lymph nodes of WT mice, labeled with CFSE, and cultured alone or together with the indicated Treg cells at various Treg/
Tconv-cell ratios, in the presence of soluble anti-CD3 and APCs. Data are shown as inhibition indexes for various Treg/ Tconv-cell ratios (2, 1, 1/2,
1/4, 1/8) and are representative of two independent experiments. (C) Peripheral cells from CD3KO-MHC II+, CD3KO-MHC II1/1 recipient mice and
WT mice were cultured for 2 h in the presence of phorbol myristate acetate (PMA), ionomycin, and brefeldin A. They were then stained for the
surface expression of CD25, CD4, and CD8α, and finally for intracellular IL-2. Representative FSC/IL-2 fluorescence dot-plots are shown. Percentages
of IL-2-producing cells among CD4− CD8α+ T cells are expressed as means ± SEM values of six mice for two independent experiments. **p < 0.01,
***p < 0.001, Student’s unpaired t-test. (D) Treg cells were purified from the periphery of MHC II1/1 and WT mice. Tconv cells were purified from
lymph nodes of WT mice, labeled with CFSE, and cultured alone or together with the indicated Treg cells in the presence of soluble anti-CD3
and APCs. Data are shown as inhibition indexes for various Treg/ Tconv-cell ratios (2, 1, 1/2, 1/4, 1/8) and are representative of two independent
experiments.
Tconv-cell proliferation in vivo. Interestingly, no significant differ-
ence was observed whether CD4+ Tconv cells were injected alone
or together with Treg cells from CD3KO-MHC II1/1 recipient mice
(Fig. 4B). This loss of function did not correlate with decreased
numbers of Treg cells (Fig. 4C). Thus, self-deprived Treg cells are
not functional both in vitro and in vivo.
Increased response to TCR stimulation of Treg cells
deprived of self-recognition in vivo
Treg cells require antigen stimulation via their TCR to exert
their suppressive function in vitro [21,22]. Several studies have
demonstrated that TCR contacts with self amplify naive T-cell
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Figure 4. Self-deprived Treg cells are not functional in vivo. Purified lymph node CD4+ T cells from C57BL/6 CD45.1 mice were stained for CD44
and CD25 expression and naive CD4+ Tconv cells were sorted by flow cytometry. Naive CD4+ Tconv cells (CD45.1) were injected alone or together
with Treg cells (CD45.2) from CD3KO-MHC II+, CD3KO-MHC II1/1 recipient mice or WT mice. Two weeks later, secondary recipient mice were
sacrificed and peripheral cells were stained for CD4, CD8α, T-cell receptor (TCR)-β, CD45.1, CD45.2, and Foxp3 expression. (A) Diagram illustrating
the experimental model. (B) The absolute numbers of CD45.1+ CD4+ T cells in the periphery (pooled lymph node and spleen cells) were estimated.
(C) The absolute numbers of CD45.2+ Foxp3+ CD4+ T cells in the periphery (pooled lymph node and spleen cells) were estimated. (B, C) Data are
expressed as means ± SEM of n = 10 mice per group pooled from two individual experiments. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, Student’s unpaired
t-test.
responsiveness to foreign antigens [23]. Thus, Treg cells recovered
from CD3KO-MHC II1/1 recipient mice may be less responsive to
anti-CD3 stimulation than Treg cells from WT or CD3KO-MHC II+
recipient mice and this may explain their severely impaired sup-
pressive capacities in vitro. To test this hypothesis, we compared
the response of Treg cells from CD3KO-MHC II+, CD3KO-MHC
II1/1 recipient mice or WT mice to anti-CD3 stimulation (Fig. 5).
As already described [24], we found that, after TCR ligation, Treg
cells mobilized intracellular calcium stores less efficiently than
Tconv cells (Fig. 5A). Surprisingly, Treg cells from CD3KO-MHC
II1/1 recipient mice displayed markedly increased TCR-induced
calcium flux in comparison with Treg cells from CD3KO-MHC II+
recipient mice or WT mice (Fig. 5A and B). Accordingly, a higher
proportion of Treg cells from CD3KO-MHC II1/1 recipient mice up-
regulated CD69 in response to anti-CD3 stimulation and resulting
CD69+ cells expressed higher surface amounts of this activation
marker when compared with that of Treg cells from CD3KO-MHC
II+ recipient mice or WT mice (Fig. 5C and D). Such an increased
expression of CD69 by self-deprived Treg cells in response to stim-
ulation was also observed when Treg cells were cocultured with
Tconv cells (at a 1/1 ratio, after 16 h of culture, % CD69+ cells
among Treg cells = 43 ± 10 for CD3KO-MHC II+ recipient mice,
79 ± 6 for CD3KO-MHC II1/1 recipient mice, and 61 ± 8 for WT
mice).
Finally, 2 days after the beginning of culture, Treg cells from
CD3KO-MHC II1/1 recipient mice (analysis was restricted to
Foxp3-expressing cells) proliferated to a similar extent than Tconv
cells (Fig. 5E and F). Although responding to anti-CD3 stimula-
tion more efficiently than did Treg cells from WT mice, Treg cells
from CD3KO-MHC II+ recipient mice cycled significantly less than
self-deprived Treg cells (Fig. 5E).
Thus, in contrast with naive T cells, self-deprivation did not
lead to a defect in Treg-cell ability to be activated by TCR signals.
On the contrary, their response was found to be augmented and
comparable with the response of Tconv cells in terms of calcium
mobilization, CD69 upregulation and proliferation.
Self-deprivation alters the phenotype of Treg cells and
their ability to produce IL-10
We compared the phenotype of self-deprived Treg cells with the
phenotype of Treg cells from CD3KO-MHC II+ recipient mice
or WT mice. Numerous molecules are differentially expressed
by Treg cells and Tconv cells (Fig. 6A, Supporting Information
Fig. 4A). Expression of several of them including CD39, CD103,
glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor (GITR), and
CTLA-4 was found to be unaffected by self-deprivation (Support-
ing Information Fig. 4B). In contrast, self-deprived Treg cells
overexpressed PDL1 and CD25 when compared with Treg cells
from CD3KO-MHC II+ recipient mice or WT mice. CD25 upregu-
lation was even more pronounced 10 days after transfer (Fig. 6B).
Interestingly, Treg cells from CD3KO-MHC II1/1 recipient mice
exhibited lower levels of CD73 than Treg cells from CD3KO-
MHC II+ recipient mice or WT mice. CD73 is an ectoenzyme that
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Figure 5. Efficient response of self-deprived Treg cells to TCR stimulation. (A) Example of calcium (Ca) mobilization after anti-CD3 stimulation
(+150 s, arrow) in CD4+ CD25+ Treg cells and Tconv cells from WT mice. (B) Example of the average Ca response measured in Treg cells from
CD3KO-MHC II+ or CD3KO-MHC II1/1 recipient mice. (C) Purified Treg cells and Tconv cells were stimulated in the presence of soluble anti-CD3
and APCs. CD69 fluorescence histograms are shown 16 h after the beginning of culture. Histograms in the absence of anti-CD3 stimulation are
shown as controls (filled histograms). (D) The percentage of CD69+ cells among Treg cells or Tconv cells was estimated after 16 h of culture.
(E) Purified CFSE-labeled Treg cells and Tconv cells were stimulated in the presence of soluble anti-CD3 and APCs. After 48 h of culture, cells were
stained for CD4, CD25, and Foxp3 expression, and the CFSE dilution induced by stimulation was estimated. The average number of cell divisions
for each subset was then calculated. For Treg cells, analysis was restricted to Foxp3-expressing cells. (F) CFSE histograms are shown 48 h after
the beginning of culture (For Treg cells, analysis was restricted to Foxp3-expressing cells). Histograms in the absence of anti-CD3 stimulation are
shown as controls (filled histograms). (A–C, F) The histograms shown were generated from the data for one mouse, but are representative of mice
from three individual experiments. (D, E) Results are expressed as means ± SEM values of three independent experiments. *p < 0.05, **p < 0.01,
***p < 0.001, Student’s unpaired t-test.
catalyzes the generation of adenosine and its activity has been as-
sociated with Treg-cell suppressive capacities in vitro [25]. CD73
surface amounts on self-deprived Treg cells decreased over time.
Indeed, CD73 surface expression on Treg cells was nearly com-
pletely lost 10 days after transfer into MHC II deficient mice
(Fig. 6B). Other molecules have been shown to be involved in
the in vitro Treg-cell suppressive capacities such as galectin-1,
IL-35 (EBI3+ IL-12p35), transforming growth factor (TGF)-β, and
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Figure 6. Altered phenotype and cytokine production of self-deprived
Treg cells. (A) Foxp3, CD25, CD73, and PDL1 fluorescence histograms
of peripheral CD4+ CD8α− Foxp3+ (Treg cells; solid line histogram) and
CD4+ CD8α− Foxp3− (Tconv cells; filled histogram) cells are shown for
WT mice. (B) The expression of these markers is shown for peripheral
Treg cells from CD3KO-MHC II+ (dotted line histogram) and CD3KO-
MHC II1/1 (bold line histogram) recipient mice 5 and 10 days after
transfer as well as from WT mice (filled histogram). The histograms
shown were generated from the data for one mouse, but are repre-
sentative of three individual experiments with three mice per group.
(C) Peripheral cells were cultured for 2 h in the presence of PMA, ion-
omycin, and brefeldin A. They were then stained for the surface ex-
pression of CD25, CD4, and CD8α, and finally for intracellular IL-10.
Percentages of cytokine-producing cells among Treg cells (CD25+) are
shown for CD3KO-MHC II+ and CD3KO-MHC II1/1 recipient mice 5 days
after transfer, and WT mice. Data obtained with Tconv cells (CD25−)
purified from the periphery of WT mice are also shown. Data are mean
± SEM values of nine mice pooled from three independent experiments.
(D) The transcript levels of IL-10 were analyzed by qRT-PCR in the indi-
cated CD4+ T-cell subsets (5 days after transfer for recipient mice) and
are shown as mean ± SEM values of relative expression. *p < 0.05, **p <
0.01, ***p < 0.001, Student’s unpaired t-test.
granzyme B [25]. Expression of these molecules was not modified
(or augmented) by self-deprivation (Supporting Information Fig.
4C).
It has been shown that decreased Foxp3 expression in the pe-
riphery causes defective suppressive function of Treg cells and
their conversion into effector cells, which contribute to, rather
than inhibit, autoimmune diseases [26,27]. Here, we found that
Foxp3 expression was not affected by self-deprivation. Indeed,
Treg cells from CD3KO-MHC II+, CD3KO-MHC II1/1 recipient
mice as well as from WT mice expressed similar amounts of Foxp3
(Fig. 6B). Thus, self-deprivation leads to multiple alterations in
the phenotype of Treg cells with up- or downregulation of key
suppressor molecules without affecting Foxp3 expression.
Then, we assessed the ability of Treg cells from CD3KO-MHC
II+ and CD3KO-MHC II1/1 recipient mice to produce the anti-
inflammatory cytokine, IL-10 (Fig. 6C). Interestingly, Treg cells
from CD3KO-MHC II1/1 recipient mice produced less IL-10 than
Treg cells from CD3KO-MHC II+ recipient mice or WT mice.
Similar differences were observed at the mRNA level (Fig. 6D).
Thus, lack of self-recognition events alters both the phenotype and
cytokine production of Treg cells.
Self-deprivation alters Treg-cell transcriptional
signature
To further compare self-deprived Treg cells with the fully func-
tional Treg cells from CD3KO-MHC II competent mice, we ob-
tained Affymetrix gene expression profiles from CD4+ CD25+
TCR+ cells directly isolated from the periphery of CD3KO-MHC
II+ or CD3KO-MHC II1/1 recipient mice by flow cytometry sort-
ing (Fig. 7). A total of 563 Affymetrix targets (representing
547 genes) were significantly differentially expressed (at a 1.5-
fold cutoff) between the two types of Treg cells (263 over-
expressed and 300 underexpressed in Treg cells from CD3KO-
MHC II1/1 recipient mice, respectively, Supporting Information
Fig. 5A).
Hill et al. have recently published a list of 603 Affymetrix tar-
gets (corresponding to 490 genes) defined as representing the
peripheral Treg-cell transcriptional signature [28]. Comparison
of our gene list with this Treg-cell signature revealed an overlap
of 50 genes (14 genes downregulated in Treg cells when com-
pared with Tconv cells; 36 upregulated; Fig. 7A and B). Interest-
ingly, among the 14 genes defined by Hill et al. as downregu-
lated in Treg cells, 11 (79%) were upregulated in Treg cells from
CD3KO-MHC II1/1 recipient mice. Similarly, 32 of the 36 genes
(89%) that are normally upregulated in Treg cells were downreg-
ulated in self-deprived Treg cells. These results were confirmed by
quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction (qRT-
PCR) (Fig. 7C, Supporting Information Fig. 5B). Indeed, all of the
11 genes normally downregulated in Treg cells when compared
with Tconv cells, and found to be more transcribed in CD3KO-
MHC II1/1 than in CD3KO-MHC II+ recipient mice were upreg-
ulated in self-deprived Treg cells nearly to the levels observed
in Tconv cells from WT mice. Gene expression profiles were also
obtained from peripheral Treg cells of MHC II1/1-CD3KO and
WT-CD3KO chimeras. Interestingly, microarray analysis of Treg
cells from chimeras and adoptive transfers revealed overlapping
results (Pearson’s correlation: p < 0.0001; Supporting Informa-
tion Fig. 5C). In particular, the expression of several genes of
the Treg-cell signature (such as pde3b, atp8b4, and klrd1) was
affected in both experimental models by self-deprivation. Thus,
part of the Treg-cell transcriptional signature is abolished by
self-deprivation.
The expression of approximately one-third of the 490 genes
of the Treg-cell signature correlates with Foxp3 expression or ex-
hibits the strong negative correlation expected for genes repressed
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Figure 7. Gene expression profiling of self-deprived Treg cells. Treg cells were isolated by fluorescence-activated cell sorter (FACS) from the
periphery of CD3KO-MHC II+ and CD3KO-MHC II1/1 recipient mice, 5 days after transfer. Total mRNA was isolated, amplified, biotin labeled,
purified, and hybridized to Affymetrix mouse genome arrays. (A) Expression pattern of Affymetrix targets differentially expressed (± 1.5-fold
change) between Treg cells from CD3KO-MHC II1/1 and CD3KO-MHC II+ recipient mice that have been identified as genes of the Treg-cell
transcriptional signature by Hill et al. [28]. The Z-score normalized induction (red) or repression (blue) is shown for each Affymetrix target.
(B) Overlapping between Foxp3-dependent genes of the Treg-cell signature and the self-deprived Treg-cell signature. (C) The transcript levels of
a panel of the genes presented in (A) were analyzed by qRT-PCR in the indicated CD4+ T-cell subsets. Mean ± SEM values of relative expression
are shown for indicated genes and were calculated from six mice per group pooled from two independent experiments. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001, Student’s unpaired t-test. (D) Scatter plot of the changes induced by self-deprivation versus the correlation values to Foxp3 for genes of the
common Treg-cell signature. Red dots correspond to genes significantly differentially expressed between Treg cells from CD3KO-MHC II1/1 and
CD3KO-MHC II+ recipient mice.
by Foxp3 (Pearson’s correlation coefficient > 0.5 or < –0.5 as
calculated in [28]). Interestingly, the transcription of only nine
of these 141 genes was affected by self-deprivation (Fig. 7B).
More precisely, we did not find any clear correlation between
the Treg-cell genes affected by self-deprivation and Foxp3 (Fig.
7D). Similar results were obtained in the BM chimeras experi-
mental model (Supporting Information Fig. 5D). Accordingly, the
expression of several genes of the Treg-cell signature known to
be strongly correlated with Foxp3 (such as Foxp3 itself) was un-
affected by self-deprivation (Fig. 7D, Supporting Information Fig.
5D). Thus, continuous interactions with self induce unique tran-
scriptional and functional signatures in Treg cells that do not rely
on Foxp3 expression.
Discussion
In the periphery, Foxp3 expression is required to maintain Treg-
cell suppressive capacities. Indeed, decreased Foxp3 expression
in the periphery causes defective suppressive function of Treg
cells and their conversion into effector cells, which contribute
to, rather than inhibit, autoimmune diseases [26,27,29]. Recent
data suggest strongly that IL-2 may play a role in the mainte-
nance of peripheral Treg-cell suppressive capacities by promoting
sustained expression of Foxp3 [18,30,31]. In the present article,
we show that continuous interactions with self are required for
maintaining Treg-cell suppressive function in the periphery. In-
deed, peripheral Treg cells from mouse chimeras in which MHC
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class II expression is restricted to the thymus lack suppressive ac-
tivity. Similarly, Treg cells recovered 5 days after transfer into
recipient mice lacking expression of MHC class II molecules are
unable to inhibit the proliferative response of Tconv cells to anti-
CD3 stimulation. By contrast to IL-2, TCR-dependent stabilization
of peripheral Treg-cell suppressive function does not appear to
rely on Foxp3 expression. Indeed, we found that Foxp3 expres-
sion is unaffected by self-deprivation. Moreover, among the genes
of the Treg-cell signature in which expression is altered by self-
deprivation, very few are known to be directly or indirectly con-
trolled by Foxp3. In many aspects, self-deprived Treg cells share
more functional and phenotypic similarities with Tconv cells than
non-“self-deprived” Treg cells do. Indeed, several genes of the
Treg-cell signature are similarly expressed by Tconv cells and self-
deprived Treg cells. Moreover, self-deprived Treg cells mobilize
intracellular calcium stores and upregulate CD69 as efficiently
as Tconv cells do in response to anti-CD3 stimulation. Finally, the
ability of self-deprived Treg cells to produce the anti-inflammatory
cytokine, IL-10, is similar to that observed for Tconv cells. Thus,
continuous interactions with self induce unique transcriptional
and functional signatures in Treg cells that do not rely on Foxp3
expression.
Altogether, our data suggest strongly that Foxp3 expression,
although necessary, is not sufficient to maintain the suppressive
function of peripheral Treg cells. Such a conclusion may seem con-
tradictory to previous data showing that ectopic Foxp3 expression
is sufficient to induce suppressive capacities in Tconv cells [3–5].
In two of these studies, naive T cells were stimulated with anti-CD3
and IL-2 and transduced with a retrovirus expressing Foxp3 [3,5].
Infected cells were thus receiving strong TCR signals while acquir-
ing Foxp3 expression. In the last study, Khattri et al. used Foxp3
transgenic mice [4]. All T cells from these mice expressed Foxp3
and showed suppressor activity in vitro. Interestingly, although
T cells from Foxp3 transgenic mice expressed higher amounts of
Foxp3 than WT Treg cells, they were less efficient than the latter
cells to control the proliferation of naive T cells in response to
anti-CD3 stimulation. Thus, suppressor activity is not strictly cor-
related to Foxp3 expression level. One explanation could be that
most T cells from Foxp3 transgenic mice are in fact naive T cells
forced to express Foxp3, and that, as all naive T cells, they have
only a limited affinity for self and subsequently receive only weak
TCR signals.
Interruption of Tconv-cell contact with self-peptide MHC lig-
ands leads to a rapid decline on signaling and response sensitivity
to foreign stimuli [23]. In the present article, we show that in con-
trast with Tconv cells, self-deprivation does not lead to a defect in
Treg-cell ability to be activated by TCR signals. On the contrary,
their response was found to be augmented in terms of calcium mo-
bilization, CD69 upregulation and proliferation. Recent data show
that Treg cells deficient for the expression or expressing inactive
forms of key molecules of the TCR signaling pathway exhibit defec-
tive suppressive function in vitro [32–36]. Nevertheless, in these
studies, it was not possible to determine precisely at which step
TCR signals were important. Indeed, it is now well established that
engagement of their TCR during the in vitro assay is required for
allowing Treg cells to suppress the activation of responder T cells
[21,22]. Thus, the defective in vitro suppressive function of Treg
cells with an impaired TCR signaling pathway may result either
from inefficient integration of TCR signals resulting from contin-
uous interactions with self in vivo, or from a defective response
to anti-CD3 stimulation in vitro. Our experimental model allows
us to discriminate between these two possibilities. Indeed, in the
present article, we show that self-deprived Treg cells, although
they respond well to anti-CD3 stimulation, lack suppressive func-
tion in vitro.
In the thymus, strong TCR signals lead to IL-2 sensitivity en-
hancement in developing thymocytes. Then, IL-2 signaling induces
Foxp3 expression that, in turn, strengthens Treg-cell lineage stabil-
ity [1,2]. These three successive events are now well recognized to
be important steps of thymic Treg-cell development. Then, Foxp3
expression is considered as sufficient to maintain natural Treg-
cell suppressive function in the periphery. Recent data suggest
that IL-2 is important to stabilize Foxp3 expression in periph-
eral Treg cells [18,30,31]. Our study places on firm ground the
importance of continuous interactions with self in maintaining
Treg-cell suppressive capacities in the periphery. Thus, the three
actors leading to Treg-cell generation in the thymus still act in




C57BL/6 mice were obtained from Harlan. C57BL/6 CD45.1
mice, C57BL/6 MHC II1/1 mice [37,38], C57BL/6 CD3ε
−/−
mice (CD3KO [39]), and CD3ε/MHC II
1/1 double-deficient mice
(CD3KO-MHC II1/1 mice [40]) were maintained in our own
animal facilities (Cochin Institute, Paris, France) under specific
pathogen-free conditions in agreement with current European leg-
islation on animal care, housing, and scientific experimentation.
C57BL/6 Foxp3-GFP mice were obtained from Dr. B. Malissen
[34]. All experiments were performed in compliance with French
Ministry of Agriculture regulations for animal experimentation
(number 75–562).
Adoptive transfer of BM cells
BM chimeras were generated as previously described [16].
Adoptive transfer of T cells
Peripheral cells were incubated on ice with anti-CD11b (Mac-1)
and anti-CD19 (1D3) antibodies, and then with magnetic beads
coupled to anti-rat immunoglobulin (Dynal Biotech). Purified
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T-cell subsets were usually 90–95% pure. We injected 100 × 106
purified T cells i.v. into each recipient mouse.
IL-2 treatment
When indicated, mice were treated with daily i.p. injections of
200,000 IU of recombinant human IL-2 (Proleukin, Novartis).
In vitro suppression assay
Thymic and peripheral CD4+ T cells were purified as previously
described [40] and labeled with phycoerythrin (PE)-conjugated
anti-CD25 antibodies (clone PC61, BD Biosciences). CD25+ T cells
were then positively selected using magnetic-activated cell sort-
ing (MACS) anti-PE microbeads (Miltenyi Biotech). After mag-
netic bead purification based on CD25, the percentage of Foxp3-
expressing cells among CD4+ T cells was around 95% for WT
mice, 90% for WT-CD3KO and MHC II1/1-CD3KO chimeras, and
at least 75% for CD3KO-MHC II+ and CD3KO-MHC II1/1 recip-
ient mice. CD4+ CD25− cells purified from WT mice were la-
beled with carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE)
(Molecular Probes). A total of 5 × 104 CD4+ CD25− CFSE-labeled
cells were then cultured alone or together with various num-
bers of CD4+ CD25+ cells purified from WT mice, BM chimeras,
CD3KO-MHC II1/1 or CD3KO-MHC II+ recipient mice, in the pres-
ence of soluble anti-CD3 antibodies (145–2C11; 0.2 µg/mL) and
APCs (25 × 104 irradiated splenocytes from CD3KO-MHC II1/1
mice).
Preculture assays consisted in culture of various numbers of
CD4+ CD25+ cells for 2 days in the presence of soluble anti-CD3
antibodies (0.2 µg/mL), 25 × 104 APC (irradiated splenocytes
from CD3KO-MHC II1/1 mice), and in the presence or absence
of human recombinant IL-2. Culture medium was then washed
away and 5 × 104 CD4+ CD25− CFSE-labeled cells were added
per well with soluble anti-CD3 antibodies and 15 × 104 APCs. In
all protocols, cells were recovered, stained, and analyzed by flow
cytometry, 16–64 h after the beginning of culture.
In vivo suppression assay
Purified lymph node CD4+ T cells from C57BL/6 CD45.1 mice
were stained for CD44 and CD25 expression and naive CD4+
Tconv cells, flow cytometry sorted as CD44−/low CD25− cells. A
total of 1.5 × 105 naive CD4+ Tconv cells (CD45.1) were injected
alone or together with 1.5 × 105 Treg cells (CD45.2) from the
indicated mice.
Flow cytometry
Cell surface and intracellular staining were performed as previ-
ously described [40].
In vitro Treg-cell activation
For calcium measurements, T cells were loaded with 0.5 µM
Fura-2/AM (Molecular Probes) for 15 min at 37◦C. T cells were
stimulated with anti-CD3 antibody (145–2C11; 10 µg/mL). Im-
ages were acquired at 37◦C every 5 s on a Nikon microscope,
with a 20× objective. Cells were excited alternatively at 350 and
380 nm and emissions at 510 nm were used to measure Ca vari-
ations with Metafluor software (Molecular devices). Ca levels are
represented as a 350/380 fluorescence intensity ratio normalized
to the ratio at t0. For studying CD69 expression and prolifera-
tion in response to stimulation, Treg cells were cultured alone
in the presence of soluble anti-CD3 antibodies (0.2 µg/mL) and
25 × 104 APCs.
Microarray
Treg cells from CD3KO-MHC II+ and CD3KO-MHC II1/1 recipients
as well as from WT-CD3KO and MHC II1/1-CD3KO chimeras were
enriched as described above and flow cytometry sorted as CD4+
TCRβ+ CD25+ cells. Total RNA was extracted using the RNeasy
Mini kit (QIAGEN). A total of 100 ng of total RNA was reversed
transcribed following the Genechip Whole transcript (WT) Sense
Target labeling assay kit (Affymetrix). The cDNA obtained was
then purified, fragmented, and hybridized to GeneChip R© murine
Gene (Affymetrix) at 45◦C for 17 h. Statistical analysis was then
performed with MEV software (TIGR, Rockville MD, USA). Data
discussed in this publication have been deposited in the Gene Ex-
pression Omnibus at http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/ (acces-
sion number GSE27153).
qRT-PCR analysis
Total RNA was isolated from flow cytometry sorted cells as de-
scribed above and reverse transcribed with SuperScriptTM III Re-
verse Transcriptase (Invitrogen) using 100 ng of Random Hexam-
ers. Quantitative PCR analysis was performed using Power SYBR
R©
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) and a real-time PCR
system (ABI7300; Applied Biosystems) according to standard PCR
conditions. For quantitative calculations, results were normalized
to hprt expression. Primers used are listed in Supporting Informa-
tion Table 1.
Calculations
The average number of cell divisions in response to anti-CD3 stim-
ulation was calculated as follows. First, we estimated the CFSE
dilution factor (f) due to stimulation: f = CFSE mean fluorescence
intensity (MFI) in absence of stimulation divided by CFSE MFI
in presence of stimulation. Then, as the intracellular amount of
CFSE is halved during each cell cycle, the average number of cell
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divisions (A) was calculated with the following formula: A =
LOG2(f). Inhibition indexes were calculated as follows:
Proliferation Inhibition = 100 × (([A(CD4+ Treg cells = 0)
– A(CD4+ Treg cells = +))/A(CD4+ Treg cells = 0) in which A
is the average number of cell divisions in response to anti-CD3
stimulation calculated as explained above.
CD25 Expression Inhibition = 100 × (%CD25+ among CD4+
Tconv cells (CD4+ Treg cells = 0) – %CD25+ among CD4+ Tconv
cells (CD4+ Treg cells = +))/%CD25+ among CD4+ Tconv cells
(CD4+ Treg cells = 0).
Statistics
Data are expressed as mean ± SEM, and the significance of dif-
ferences between two series of results was assessed using the Stu-
dent’s unpaired t-test. Values of p < 0.05 were considered signifi-
cant (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001).
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Figure S1. Highly purified self-deprived Treg cells are not functional in vitro. 
T cells purified from the periphery (lymph nodes + spleen) of C57BL/6 Foxp3-GFP mice 
were injected into CD3KO mice (CD3KO-MHC II
+





 recipients). (A) 5 days later, Treg cells were purified from the 




 T cells using magnetic beads. Treg cells were also 
purified from lymph-nodes of C57BL/6 Foxp3-GFP mice. Representative CD25 / Foxp3-GFP 
fluorescence dot-plots for gated CD4
+
 T cells are shown. (B) Treg cells were further purified 




 cells. Representative CD25 / Foxp3-GFP 
fluorescence dot-plots are shown. (C) The suppressive capacities of these highly purified Treg 




 T cells) were purified from lymph nodes of 
C57BL/6 Foxp3-GFP mice, labeled with Cell Trace Violet (CTV) and cultured alone (-) or 
together with the indicated Treg cells at a 1/1 Treg/Tconv-cell ratio. FSC, CD25 and CFSE 
histograms of Tconv cells (CTV
+
) are shown 64 hours after the beginning of culture. For 
CFSE histograms, numbers correspond to the average number of cell divisions undergone by 
Tconv cells in response to anti-CD3 stimulation during the culture period. (D) Representative 
CD25 / Foxp3-GFP fluorescence dot-plots for gated Treg cells (CTV
-
) are shown 64 hours 
after the beginning of culture. Data are representative of two individual experiments.  








Figure S2. Unaltered survival of self-deprived Treg cells in culture. 
Treg cells were purified from the periphery of CD3KO-MHC II
+
 and CD3KO-MHC II
!/!
 
recipient mice 5 days after transfer. Treg cells and Tconv cells were also purified from lymph-
nodes of WT mice. Tconv cells were labeled with CFSE and cultured together with the 
indicated Treg cells at various Treg/Tconv-cell ratios, in the presence of soluble anti-CD3 and 
APC. 16 hours after the beginning of culture, cells were stained for CD4 and CD8" 






) cells determined.  








Figure S3. Il-2 is not sufficient to restore the suppressive function of self-deprived Treg 
cells. 
T cells purified from the periphery (lymph nodes + spleen) of WT mice were injected into 
CD3KO mice (CD3KO-MHC II
+
 recipients) or into CD3KO-MHC II
!/!
 mice (CD3KO-MHC 
II
!/!





 T cells using magnetic beads. Treg cells from the indicated mice were cultured 





 cells (Tconv cells) were purified from lymph nodes of WT mice, labeled with 
CFSE and cultured alone (-) or together with the indicated Treg cells at a 1/1 Treg/Tconv-cell 
ratio. CFSE fluorescence histograms of Tconv cells (CFSE
+
) are shown 64 hours after the 
beginning of culture. Histograms in the absence of anti-CD3 stimulation are shown (filled 
histograms). Numbers correspond to the average number of cell divisions undergone by 
Tconv cells in response to anti-CD3 stimulation during the culture period. Data are 
representative of two individual experiments. 
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Figure S4. Phenotypic analysis of self-deprived Treg cells. 
The periphery of CD3KO-MHC II
+
 and CD3KO-MHC II
!/!
 recipient mice was harvested 5 
days after transfer. Periphery of WT mice was also recovered. (A) CD39, CD44, CD103, 







 (Treg cells; 







 (Tconv cells; filled) cells are shown for WT mice. (B) The 
expression of these same markers is shown for peripheral Treg cells of CD3KO-MHC II
+
 
recipient mice, (dotted line), CD3KO-MHC II
!/!
 (bold line) and WT mice (filled) 5 days after 
transfer. The histograms shown were generated from the data for one mouse, but are 
representative of three individual experiments with three mice per group. (C) The transcript 
levels of Galectin-1, EBI3, IL-12p35, TGF-# and Granzyme B were analyzed by qRT-PCR in 
the indicated CD4
+
 T cell subsets. Mean values ± SEM of relative expression are shown for 
indicated genes. (* p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001). 






Figure S5. Self-deprived Treg cells from MHC II
!/!
-CD3KO chimeras exhibit altered 
transcriptional signature. 
(A) ÒVolcano plotÓ representation (Log
2
(fold change) versus Log
10
(t test p value)) between 
Tregs from CD3KO-MHC II
!/!
 and CD3KO-MHC II
+
 recipient mice. (B) The transcript levels 
of a panel of the genes presented in Figure 7A were analyzed by qRT-PCR in the indicated 
CD4
+
 T cell subsets. Mean ± SEM values of relative expression are shown for indicated 
genes. (* p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001). (C) Microarray analysis of Treg cells from 
chimeras and adoptive transfers revealed overlapping results. Analysis was restricted to genes 
of the common Treg-cell signature. (D) Any clear correlation can be observed between the 
Treg-cell genes affected by self-deprivation in the chimera experimental model and Foxp3. 
Scatter plot of the changes induced by self-deprivation versus the correlation values to Foxp3 
for genes of the common Treg-cell signature. Red dots corresponds to genes significantly 
differentially expressed between Treg cells from MHC II
!/!
-CD3KO and WT-CD3KO 
chimeras. 
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Genes sequence 5'->3' 
Apol7b forward 5'-CCTTGAGTGAAGCCCTGGGTAAGA-3' 
Apol7b reverse 5'-CAGTTTCACCCGAGGATAAGCAT-3' 
Atp8b4 forward 5'-TGCCATCAATATCGGTTATGCC-3' 
Atp8b4 reverse 5'-TTCCTGAGTTCTTCTCGCACTTCC-3' 
Dapl1 forward 5'-GTGCCATCACAAATGTCGCCAAGA-3' 
Dapl1 reverse 5'-GTGCCGTGTGAACTGTCGCTGGA3' 
Ebi3 forward 5'-TTGTGGCTGAGCGAATC-3' 
Ebi3 reverse 5'-GCGGAGTCGGTACTTGA-3' 
Epas1 forward 5'-TTGGGAAGAAGAGCAAAGACGTGT-3' 
Epas1 reverse 5'-GCCGACTTGAGGTTGACAGT-3' 
Fam102a forward 5'-GAAGATGGACAGAGCCCTAGTGTG-3' 
Fam102a reverse 5'-GGGCAGTCTTCCTGACAGTACCAA-3' 
Fasl forward 5'-AGGAGTGTGGCCCATTTAACAG-3' 
Fasl reverse 5'-TCACTCCAGAGATCAGAGCGGTTC-3' 
Gramd3 forward 5'-TCTGTGTGCGGACACTTAGAGA-3' 
Gramd3 reverse 5'-TGAAATCCAGAGGCAGAGACGAAG-3' 
Gzmb forward 5'-CTCCACGTGCTTTCACCAAA-3' 
Gzmb reverse 5'-AGGATCCATGTTGCTTCTGTAGTTAG-3' 
Hprt forward 5'-GCTGGTGAAAAGGACCTCT-3' 
Hprt reverse 5'-CACAGGACTAGAACACCTGC-3' 
Il10 forward 5'-GGTTGCCAAGCCTTATCGGA-3' 
Il10 reverse 5'-ACCTGCTCCACTGCCTTGCT-3' 
Il-12p35 forward 5'-CCTTGCCCTCCTAAACCAC-3' 
Il-12p35 reverse 5'-TTTCGGGACTGGCTAAGACA-3' 
Itk forward 5'-CCCTGGTCATTGCCTTGTACGAC-3' 
Itk reverse 5'-TCTCGGAGCTGTCCAGCAGGTAGT-3' 
Klrd1 forward 5'-CAGTCCAAGCAAAAGCGTTTCT-3' 
Klrd1 reverse 5'-CCGTGGACCTTCCTTGTCTATACC-3' 
Lgals1 forward 5'-GTCGCCAGCAACCTGAATCTC-3' 
Lgals1 reverse 5'-GGGCATTGAAGCGAGGATTG-3' 
Mctp2 forward 5'-CGACAAGACTCACGGCAATGACGA-3' 
Mctp2 reverse 5'-TGGTGAGGAGGTACGCGAAGG-3' 
Pde3b forward 5'-CCGGGACATTCCATATCAC-3' 
Pde3b reverse 5'-ATCTGCTTTGGTTTCCGTTTCA-3' 
Tgfb1 forward 5'-CGCAACAACGCCATCTATGA-3' 
Tgfb1 reverse 5'-GCACTGCTTCCCGAATGTCT-3' 
 
Table S1: primers 
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Dans cette étude, nous montrons que, chez les jeunes souris, les cellules T régulatrice (Tregs) 
périphériques peuvent être subdivisées en deux sous-populations selon l'expression de Ly-6C. 





 ont révélé que la non-expression de Ly-6C par environ 70% 
des Tregs périphériques était dépendante de la signalisation du TCR. En accord avec leur plus 
grande capacité à recevoir les signaux du TCR, les Treg Ly-6C
-
 expriment des quantités plus 
élevées, à leur surface, de molécules immunosuppressives clés telles que CD25, CTLA-4, 
CD39 et CD73 que les cellules Treg Ly-6C
+
 et sont les seules à produire constitutivement des 
cytokines anti-inflammatoires. En accord avec leur phénotype, seules les Tregs Ly-6C
-
 
possèdent des capacités suppressives à la fois in vitro et in vivo. Enfin, alors que les Treg Ly-
6C
-
 maintiennent leurs nombres avec l'âge, les Treg Ly-6C
+
 disparaissent progressivement. 
Dans lensemble, nos données montrent que le maintien des fonctions suppressives et de la 
survie des Tregs CD4
+
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ABSTRACT 
In young mice, peripheral Treg cells can be subdivided into two subsets according to Ly-





 Treg cells reveal that the non-expression of Ly-6C by 
about 70% of peripheral Treg cells depends on TCR signaling events. Interestingly, Ly-
6C
-
 Treg cells express higher surface amounts of key immunosuppressive molecules than 
Ly-6C
+
 Treg cells and   to produce constitutively anti-inflammatory cytokines. In line 
with their phenotype, only Ly-6C
-
 Treg cells display suppressive capacities both in vitro 
and in vivo. Finally, whereas Ly-6C
- 
Treg cells maintain their numbers with age, Ly-6C
+
 
Treg cells gradually disappear. Altogether, our data strongly suggest that both the 
survival and suppressive functions of peripheral CD4 Treg cells rely on their ability to 
receive strong TCR signals. The regulatory CD4 T-cell compartment is thus shaped with 
age toward the most suppressive cells in the periphery. 
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INTRODUCTION 
Foxp3-expressing regulatory CD4 T cells (CD4 Treg cells) are critically involved in the 
maintenance of self-tolerance and regulation of immune responses (Sakaguchi, 2000; 
Shevach, 2000). In particular, they are key players in the prevention of various autoimmune 
and inflammatory disorders. CD4 Treg cells can be divided into two classes depending on 
their ontogeny: natural Treg cells (nTreg cells) that arise in the thymus and induced Treg cells 
(iTreg cells) that are generated in the periphery. Studies in mice suggest that the TCR has an 
instructive role in inducing commitment of developping thymocytes into the regulatory T-cell 
lineage (Bautista et al., 2009; Leung et al., 2009). This model is supported by the observation 
of a limited amount of overlap (10-20%) between the TCR sequences expressed within the 
conventional CD4 T cell- and the CD4 Treg cell-repertoire (Hsieh et al., 2004; Wong et al., 
2007). Interestingly, overlapping is more important when the Treg cell-repertoire is compared 
with the repertoire of pathogenic autoreactive effector T cells (Hsieh et al., 2006; Liu et al., 
2009). Altogether, these results suggest that nTreg cells develop in the thymus as the result of 
strong TCR signals, thereby yielding a compartment that is enriched for reactivity against 
self-antigens.  
As a second pathway for Treg-cell generation, conversion of conventional CD4 T cells into 
iTreg cells within the periphery is possible under a variety of conditions (Bilate and Lafaille, 
2012). Commitment to the iTreg-cell lineage is considered to depend mostly on the 
immunological context in which conventional CD4 T cells are immersed at the time of their 
activation. In particular, exposure to TGFb (in the absence of IL-6) appears to be critical for 
iTreg-cell generation. Nevertheless, differentiation of conventional CD4 T cells into iTreg 
cells upon stimulation also relies on intrinsic factors such as the avidity of the TCR they 
express for both self (Martin et al., 2013) and foreign ligands (Gottschalk et al., 2010). 
Indeed, Gottschalk et al. have shown that a low dose of a strong agonist resulted in maximal 
induction of iTreg cells (Gottschalk et al., 2010). Moreover, we have recently shown that the 
ability of a naïve CD4 T cell to commit into the iTreg-cell lineage pathway upon apropriate 
stimulation is shaped by its capacity to interact with self antigens in its original environment 
(Martin et al., 2013).  
Thus, the Treg-cell repertoire of both natural and induced Treg cells is enriched in cells 
expressing high affinity TCRs for self antigens. We have recently shown that Ly-6C 
expression allows the discrimination of lowly and highly self-reactive naïve CD4 T cells 
 - 98 - 
[CD4 TN cells, (Martin et al., 2013)]. Interestingly, peripheral CD4 Treg cells can also be 
subdivided into two subsets according to Ly-6C expression. In the present paper, we have 
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RESULTS 
CD4 Treg cells can be subdivided into two subsets on the basis of Ly-6C expression 









(Supplementary Fig. S1). CD4 Treg cells from the secondary lymphoid organs of C57BL/6 
mice [peripheral and mesenteric lymph nodes (pLNs and mLNs respectively) and spleen] can 
be subdivided into 2 subsets according to Ly-6C expression (Fig. 1A). In all of them, about 
30% of CD4 Treg cells expressed Ly-6C. In contrast, Ly-6C
+
 CD4 Treg cells were almost 
completely absent in the thymus. Therefore, like for CD4 TN cells (Martin et al., 2013), Ly-
6C expression divides the CD4 Treg cell compartment into two subsets in secondary 
lymphoid organs. 
We then injected Ly-6C
-
 CD4 Treg thymocytes into mice expressing or lacking MHC class II 
molecules (Fig. 1B). Ly-6C
- 







Treg cells after transfer into MHC class II-competent recipient mice (Fig. 1C). Thus, nTreg 




 cells. Interestingly, all CD45.2
+
 CD4 Treg 
cells recovered from MHC class II-deficient recipient mice were rapidly expressing Ly-6C 
suggesting that, like for CD4 TN cells (Martin et al., 2013), down-modulation of Ly-6C 
expression by CD4 Treg cells depends on continuous interactions with MHC class II 
molecules. 
It has been recently shown that neuropilin-1 (Nrp-1) expression distinguishes nTreg cells and 
iTreg cells in the periphery with iTreg cells not expressing this marker (Weiss et al., 2012; 
Yadav et al., 2012). As already shown by others (Weiss et al., 2012), an important proportion 
of Nrp-1
-
 cells among CD4 Treg cells can be observed in the Peyers patches and the small 









cells suggesting that Ly-6C does not allow discrimination between iTreg and nTreg cells (Fig. 
1E). Of note, among Nrp-1
-
 CD4 Treg cells, the proportion of Ly-6C-expressing cells 
gradually decreased from secondary lymphoid organs to the environmental surface 
represented by the small intestine.  
 
Lack of Ly-6C expression in peripheral CD4 Treg cells relies on TCR signaling events  
We hypothesized that, like for naïve CD4 T cells, Ly-6C surface levels on peripheral CD4 
Treg cells might predict their propensity to interact with self-MHC class II molecules. 
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Consistent with our hypothesis, we observed that Ly-6C
-
 CD4 Treg cells exhibited 
significantly higher densities of CD5 compared to their Ly-6C
+
-cell counterparts (Fig. 2A). In 
line with a higher capacity of Ly-6C
-
 CD4 Treg cells to interact with self, we found that the 
extent of CD3z phosphorylation was far more important in these cells when compared to both 
Ly-6C
+
 CD4 Treg cells and CD4 TN cells (pz/z ratio, Fig. 2B).   
TCR signals induce phosphorylation cascades leading, in particular, to the relocalization of 
peculiar transcription factors. Whereas some of them move from the cytoplasm to the nucleus, 
others are in contrast excluded from the nucleus upon activation. Following stimulation, 
NFAT dephosphorylation leads to its translocation into the nucleus (Müller and Rao, 2010). 
Conversely, upon phosphorylation, transcription factors of the FoxO family are excluded 
from the nucleus (Hedrick et al., 2012). In line with a role for TCR signaling in the 
modulation of Ly-6C expression in CD4 Treg cells, we found that the proportion of nuclear 
NFAT2 was augmented and the one of nuclear FoxO1 decreased in Ly-6C
-
 CD4 Treg cells 
compared to Ly-6C
+
 CD4 Treg cells (Fig. 2C-F). Altogether, our results suggest that Ly-6C
-
 
CD4 Treg cells are interacting more strongly than Ly-6C
+
 CD4 TN cells with MHC class II-
expressing cells and are thus receiving stronger or/and more frequent TCR signals than their 
Ly-6C
+
-cell counterparts. These interactions involved self-peptides at least in lymph nodes 
and the spleen as in these organs, the proportion of Ly-6C-expressing cells among Treg cells 
was not affected in germ-free (GF) mice compared to conventional animals (Fig. 2G, 2H). 
A greater ability of Ly-6C
-
 CD4 Treg cells to interact with self should have consequences on 
their behavior in secondary lymphoid organs. We have recently shown that interactions with 
MHC class II molecules retained Ly-6C
-
 CD4 TN cells in LNs (Martin et al., 2013). By using 
the same protocol (Fig. 3A), we analyzed the phenotype of CD4 T cells remaining within LNs 
after entry blockade. Most CD4 T cells have egressed from LNs 24 hours after entry 
blockade, (Supplementary Fig. S2). Interestingly, Treg cells were greatly enriched in the 
remaining CD4 T cells (Fig. 3B). Moreover, 24 hrs after initiating the treatment, almost all 
LN Treg cells were Ly-6C
-
 (Fig. 3C). At that time, few CD4 TN cells and Ly-6C
+
 CD4 Treg 
cells were remaining in cervical lymph nodes (cLNs) and mLNs. In contrast, an important 
proportion of Ly-6C
-
 CD4 Treg cells was still present in the same lymph nodes (Fig. 3D). 
Differences observed between mLNs and cLNs agree with a recent report by Mandl et al. 
showing that the transit of T cells through mLNs was faster than their transit through 
peripheral LNs (Mandl et al., 2012). 
 - 101 - 
Several lines of evidence strongly suggest that the expression of Ly-6C by peripheral CD4 
Treg cells inversely correlates with their ability to interact with self and that these interactions 
retain preferentially Ly-6C
-
 CD4 Treg cells within LNs, therefore increasing their transit time. 
 
Activated/Effector CD4 Treg cells are all comprised within Ly-6C
-
 CD4 Treg cells 




 Treg cells. We 
found that Ly-6C
-
 CD4 Treg cells expressed more surface amounts of CD44 and less 
CD45RB and CD62L than both Ly-6C
+
 CD4 Treg cells and CD4 TN cells (Fig. 4A). 
Moreover, nearly all CD69-expressing Treg cells were comprised within the Ly-6C
-
 fraction. 
In line with their activated phenotype, an important proportion of Ly-6C
-
 CD4 Treg cells 
expressed Ki-67, a marker of proliferating cells (Fig. 4B).  
In the last decade, several markers including CD103, ICOS and TNFRII have been shown to 
dichotomize the CD4 Treg-cell compartment (Banz et al., 2003; Chen and Oppenheim, 2011; 
Chen et al., 2008; Chen et al., 2012). Interestingly, all CD103-, ICOS- and TNFRII-
expressing Treg cells were comprised within Ly-6C
-
 CD4 Treg cells (Supplementary Fig. S3). 
More recently, it was shown that subsets of CD4 Tregs cells named effector Treg cells (eTreg 
cells) were expressing transcription factors typically associated with differentiation of 
conventional T cells (Cretney et al., 2013; Cretney et al., 2011). More precisely, CD4 eTreg 
cells expressing one given transcription factor would be specialized in the suppression of the 
helper T cells expressing the same transcription factor. T-bet-, IRF4-, RORgt/RORa- and 
Bcl6-expressing Treg cells would be thus specialized in controlling Th1, Th2, Th17 and TFH 
effector CD4 T cells respectively. All of these transcription factors were more expressed in 
Ly-6C
-
 CD4 Treg cells than in both Ly-6C
+
 CD4 Treg cells and CD4 TN cells (Fig. 4C). 
Blimp-1, a master regulator of terminal B-cell differentiation, has been described to be 
common to all eTreg cell-lineages (Cretney et al., 2013) and was also found to be more 
transcribed in Ly-6C
-
 CD4 Treg cells (Fig. 4C). CXCR3 expression that characterized eTreg 
cells controlling Th1-cell responses was restricted to Ly-6C
-
 CD4 Treg cells (Fig. 4D). 
Finally, only Ly-6C
-
 CD4 Treg cells expressed KLRG1 that has been described as 





 CD4 Treg cells display suppressive functions in vitro and in vivo 
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 CD4 Treg cells. 
Interestingly, Ly-6C
+
 CD4 Treg cells failed to suppress the proliferative response of 
conventional CD4 T cells to anti-CD3 stimulation (Fig. 5A). We then tested whether Ly-6C
+
 
CD4 Treg cells were also lacking suppressive capacities in vivo. CD4 TN cells were injected 




 CD4 Treg cells into CD3e
-/- 
mice (Fig. 5B). T cell-
deficient recipient mice injected with CD4 TN cells alone developed with time a severe 
wasting disease [Fig. 5C and (Martin et al., 2004)]. Whereas Ly-6C
-
 CD4 Treg cells 
efficiently inhibited development of the disease, co-injection of Ly-6C
+
 CD4 Treg cells did 
not rescue recipient mice. Accordingly, histological colitis scores (determined 7 weeks after 
transfer by examination of colon sections) were quite similar whether or not CD4 TN cells 
were injected alone or together with Ly-6C
+
 CD4 Treg cells (Fig. 5D). In secondary lymphoid 
organs, expansion of naïve CD4 T cells was less efficiently controlled by Ly-6C
+
 CD4 Treg 
cells than by Ly-6C
-
 CD4 Treg cells (Fig. 5E, left panels). These differences did not mirror a 




 Treg cells in response to lymphopenia as the 
absolute numbers of Treg cells recovered from the secondary lymphoid organs of recipient 
mice were similar whatever their initial Ly-6C expression (Fig. 5E, right panels).  




 CD4 Treg cells with respect to 
molecules known to play a role in their suppressive capacities. More precisely, we tested 
CD25 as it allows Treg cells to deprive responder cells of their own IL-2, CD39 and CD73, 2 
ectoenzymes that catalyze the generation of adenosine, CTLA-4 that allows the depletion of 
costimulatory molecules at the cell surface of antigen-presenting cells and PD-L1 that 
decreases T cell-activation through interaction with its receptor (Tang and Bluestone, 2008). 
All of these molecules were found to be upregulated in Ly-6C
-
 CD4 Treg cells when 
compared to their Ly-6C
+
-cell counterparts (Fig. 6A). Importantly, Foxp3 expression itself 




 CD4 Treg cells (Fig. 6A). Unlike Ly-6C
-
 CD4 Treg cells, 
Ly-6C
+
 CD4 Treg cells did not transcribe more efficiently than CD4 TN cells several genes 
encoding for soluble factors (EBI3, IL-10, granzyme B, galectin-1 and TGF-b) involved in 
the suppression of immune responses (Fig. 6B). At the protein level, we confirmed that Ly-
6C
-
 cells were the sole Treg cells producing IL-10 upon activation (Supplementary Fig. S4). 
Of note, while they did not produce IL-10, Ly-6C
+
 CD4 Treg cells were still unable to 
produce IL-2, IL-17 or IFN-g (Supplementary Fig. S4). 
  
Rapid decline of peripheral Ly-6C
+
 CD4 Treg cell-numbers with age 
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We then decided to study the impact of ageing in the homeostasis of peripheral CD4 Treg 
cells with respect to their expression of Ly-6C. Interestingly, the proportion of Treg cells 
expressing Ly-6C decreased with age and nearly no Ly-6C
+
 CD4 Treg cells were detected in 
the secondary lymphoid organs of 18 month-old mice (Fig. 7A). More precisely, we found 
that absolute numbers of both CD4 TN cells and Ly-6C
+
 regulatory CD4 T cells gradually 
decreased with age in lymph nodes and spleen with a similar rate (Fig. 7B). In sharp contrast, 
absolute numbers of Ly-6C
-
 CD4 Treg cells only slowly decreased in lymph nodes and even 
increased with age in the spleen.  
Ly-6C
+
 CD4 Treg-cell disappearance with age could either reflect their death or Ly-6C down-
regulation on all CD4 Treg cells due to changes in their environment. To address this issue, 
we first purified Ly-6C
-
 CD4 Treg cells from one year-old mice and transferred them into 4 
week-old young animals (Fig. 7C). Three weeks later, all transferred Treg cells were still 
lacking Ly-6C expression (Fig. 7D). These results strongly suggest that changes in Ly-6C 
expression with age do not derive from differences between young versus aged environment 
but rather reflect the death of Ly-6C
-





CD4 Treg cells and transferred them into mice expressing or lacking MHC class II molecules 
(Fig. 7E). 4 weeks later, after Ly-6C
-
 CD4 Treg-cell injection, far more cells were recovered 
from MHC class II-competent than from MHC class II-deficient recipient mice (Fig. 7F). In 
contrast, when Ly-6C
+
 CD4 Treg cells were transferred, absolute numbers of recovered cells 
remained similarly low whether or not recipient mice were expressing MHC class II 
molecules.   
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DISCUSSION 
We have recently shown that Ly-6C expression allows to dichotomize the CD4 TN-cell 
compartment into two cell-subsets with distinct self-reactivity (Martin et al., 2013). Here, we 
show that peripheral Tregs are also heterogeneous for Ly-6C expression with around 30% of 
them expressing Ly-6C in secondary lymphoid organs. Ly-6C
-
 CD4 Treg cells express more 





 CD4 Treg cells are retained preferentially within LNs after 
entry blockade. Finally, the subcellular localization of FoxO and NFAT transcription factors 
differs between the two subsets. More precisely, Ly-6C
-
 cells exhibit a cellular distribution of 
these factors that fits with recent TCR signaling events. Thus, altogether, our data strongly 
suggest that among the peripheral CD4 Treg-cell compartment, Ly-6C
-
 cells are interacting 
more strongly with MHC class II molecules than Ly-6C
+
 cells. In CD4 TN cells, while 
impacting on their functionality, TCR signaling derived from self-recognition, known as tonic 
signaling, is below their activation threshold (Garbi et al. 2012; Stefanova et al., 2003). In 
CD4 Treg cells, it is more likely than the TCR signals perceived by Ly-6C
-
 cells would be 
above their activation threshold as Ly-6C
-
 CD4 Treg cells exhibit an activated phenotype and 
an important proportion of them is cycling as assessed by KI-67 staining. These results agree 
with a previous report from Fisson et al. showing that the Treg cell pool comprises activated 
proliferating cells in the steady state (Fisson et al., 2003). In lymph-nodes and spleen, the 
percentage of Ly-6C
-
 cells does not vary whether or not mice are bred under germ-free 
conditions. Thus, although in tissues, particularly at environmental interfaces, Ly-6C
-
 CD4 
Treg cells may be specific for commensal bacteria-derived peptides, self-peptides would be 
the main ligands recognized by these cells in LNs and spleen. Thus, the two thirds of the CD4 
Treg-cell pool in secondary lymphoid organs correspond to autoreactive cells perceiving 
signals from self-recognition above their activation threshold.  
We have recently shown that CD4 Treg cells transferred 5 days into recipient mice lacking 
the expression of MHC class II molecules exhibit significantly diminished suppressive 
capacities (Delpoux et al., 2012). Here, we extend these results by demonstrating that lowly 
self-reactive CD4 Treg cells (Ly-6C
+
) can be characterized in the periphery of unmanipulated 





 CD4 Treg cells express similar amounts of Foxp3. Thus, although TCR 
signals are not required for maintaining Foxp3 expression in peripheral CD4 Treg cells, they 
are mandatory for their suppressive abilities. Magg et al. have recently shown that human 
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activated conventional T cells expressing low levels of Foxp3 do not display suppressive 
functions as Foxp3 is, in these cells, mainly expressed in the cytoplasm and not in the nucleus 





 CD4 Treg cells. Indeed, in both subsets, Foxp3 is nearly 
exclusively found in the nucleus (Fig. 2C, 2E). Thus, Foxp3 nuclear expression, although 
necessary, is not sufficient to maintain the suppressive functions of peripheral Treg cells. 
TCR signals in Ly-6C
-
 CD4 Treg cells lead to the relocalization of transcription factors 





 CD4 Treg cells may lead to differential expression of proteins 
including key immunosuppressive molecules. For example, NFAT has been shown to play an 
important role in CTLA-4 expression (Gibson et al., 2007; Wu et al., 2006). Thus, NFAT 
translocation into the nucleus in Ly-6C
-
 CD4 Treg cells may account for their enhanced 
expression of CTLA-4 when compared to Ly-6C
+
 CD4 Treg cells. TCR signals may thus play 
a role in setting the suppressive capacities of Foxp3-expressing cells through modulating the 
activity of other transcription factors than Foxp3 itself. However, we cannot exclude that the 
relationship between TCR signaling and CD4 Treg-cell suppressive capacities would depend 
partially on Foxp3 transcriptional activity. Indeed, several studies have shown that post-
translational modifications of Foxp3 such as acetylation or phosphorylation can modulate its 
function without affecting its expression or localization (Liu et al., 2013; Nie et al., 2013).  
In contrast to the peripheral CD4 TN cell-compartment that gradually diminishes in number 
with age, the absolute number of CD4 Treg cells in secondary lymphoid organs remains 
mostly constant throughout life. More precisely, Ly-6C
-
 CD4 Treg cells are cycling cells 
which half-life depends on interactions with self as, 4 weeks after their transfer, far more Ly-
6C
-
 CD4 Treg cells were recovered from the periphery of MHC class II expressing recipient 
mice when compared to recipient mice lacking the expression of these molecules. On the 
other hand, Ly-6C
+
 CD4 Treg cells are mostly resting and their survival does not depend on 
TCR signaling events as similar numbers of Ly-6C
+
 CD4 Treg cells were recovered 4 weeks 
after transfer into recipient mice lacking or expressing MHC class II molecules. TCR signals 
may act directly on CD4 Treg-cell survival and/or indirectly by boosting IL-2 production by 
conventional peripheral T cells. Indeed, IL-2 is known to play a crucial role in CD4 Treg-cell 
homeostasis and to induce their proliferation (Le Campion et al., 2012;Boyman and Sprent, 
2012). However, the results of our transfer experiments reveal that only Ly-6C
-
 CD4 Treg 
cells are sensitive to the pro-survival consequences of self-recognition. As a result, they 
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maintain their numbers with age while Ly-6C
+
 CD4 Treg cells gradually disappear. Thus, 
although quantitatively stable, the CD4 Treg-cell pool is qualitatively enriched with age in 
highly self-reactive and suppressive cells. 
Our recent achievements have demonstrated that Ly-6C expression allows the discrimination 
of lowly and highly self-reactive CD4 TN and Treg cells in the periphery [(Martin et al., 2013) 
and the present manuscript]. Using this new tool, we have obtained data strongly suggesting 
that CD4 TN cells with the highest avidity for self are prone to differentiate into iTreg cells 
and that self-recognition events are required to set-up and/or maintain the suppressive 
capacities of CD4 Treg cells. Thus, autoreactivity increases the iTreg-cell differentiation 
potential of CD4 TN cells and maintain the functional programm of Treg cells. These 
unexpected consequences of self-recognition reveal virtuous circles that allows autoreactivity 
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METHODS 
Mice 
C57BL/6 mice (CD45.2) were obtained from Charles River Laboratories. C57BL/6 CD45.1 
mice and C57BL/6 CD3e
-/-
 mice were maintained in our own animal facilities, under specific 
pathogen-free conditions. C57BL/6 Foxp3-GFP CD45.2 mice were initially obtained from Dr. 
Bernard Malissen, Centre d'Immunologie de Marseille-Luminy, France (Wang et al., 2008). 
C57BL/6 Foxp3-GFP CD45.2 mice were then crossed with C57BL/6 CD45.1 mice to 
generate C57BL/6 Foxp3-GFP CD45.1 mice. C57BL/6 Foxp3-GFP CD45.1 mice were 
crossed with C57BL/6 MHC II
D/D
 mice (Madsen et al., 1999) to obtain C57BL/6 Foxp3-GFP 
MHC II
D/D
 CD45.1 mice. C57BL/6 Germ Free mice (GF) and the related control C57BL/6 
SPF mice were obtained from CDTA Orléans. Donor and recipient mice were sex-matched. 
4- to 6-week-old mice were used for experiments unless otherwise indicated. Experiments 
were
 
carried out in accordance with the guidelines of the French
 
Veterinary Department. All 
procedures performed were approved by the Paris-Descartes Ethical Committee for Animal 
Experimentation (decision CEEA34.BL.002.12). 
Cell suspensions 
Peripheral LNs (pLNs), mesenteric LNs (mLNs), cervical LNs (cLNs), Peyers Patches (PP), 
spleen and thymus were homogenized and passed through a nylon cell strainer (BD Falcon) in 
RPMI 1640 Glutamax (Gibco) supplemented with 10% fetal calf serum (FCS; Biochrom) for 
adoptive transfer and cell culture (LNs only), or in 5% FCS, 0.1% NaN3 (Sigma-Aldrich) in 
phosphate saline buffer saline (PBS), for flow cytometry.  
Tissue processing 
For all tissue processing, ketamine-xylasine anesthetized mice were first perfused 
intracardiacally with cold PBS. Small intestines were opened longitudinally after removal of 
PP, washed in successive HBSS 5% FCS baths and incubated in RPMI 1640 20%, with 
collagenase D (Roche) 1mg/ml and DnaseI (Roche) 0,1mg/ml for 30 min at 37°C. Cells were 
then recovered after Percoll gradient separation (40-70%). 
Cell surface staining and flow cytometry 







Surface staining was performed as previously 
described (Le Campion et al., 2012; Pommier et al., 2013). Briefly, cells were incubated on 
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ice,
 
for 15 minutes per step, with Abs in 5% FCS (Biochrom),
 
0.1% NaN3 (Sigma-Aldrich) 
PBS. Each
 
cell-staining reaction was preceded by a 15-minute incubation
 
with a purified anti-
mouse CD16/32 Ab (FcgRII/III block; 2.4G2). For determination of intracellular cytokine 
production, cells were stimulated with 0.5 µg/ml PMA (Sigma-Aldrich), 0.5 µg/ml ionomycin 
(Sigma-Aldrich), and 10 g/ml BrefeldinA (Sigma-Aldrich) for 2 hrs at 37°C. Cells were then 
stained for surface markers, fixed in 2% paraformaldehyde in PBS, and permeabilized with 
0.5% saponin, followed by labeling with specific cytokine Abs. For Foxp3, CTLA-4 and Ki-
67 intracellular staining, the Foxp3 Staining Buffer Set (eBioscience) was used. Multi-color 
immunofluorescence was analyzed using a BD-LSR2 cytometer (BD Biosciences). List-mode 
data files were analyzed using Diva software (BD Biosciences). Data acquisition and cell 
sorting were performed on the Cochin Immunobiology facility. 
Adoptive transfer of CD4 Treg cells 
CD4 T cells were purified from LNs (pooled superficial cervical, axillary, brachial, inguinal, 
and mesenteric LNs) or thymi of C57BL/6 Foxp3-GFP mice by incubating cell suspensions 
on ice for 20 minutes with a mixture of anti-CD8 (53-6.7), anti-CD11b (Mac-1) and anti-
CD19 (1D3) Abs obtained from hybridoma supernatants, and then with magnetic beads 
coupled to anti-rat immunoglobulins (Dynal Biotech). Purified CD4 T cells were then labeled 





 CD4 Treg cells were flow cytometry sorted as 
GFP
+
 cells using a FACS-ARIA3 flow cytometer (BD Biosciences), and injected 
intravenously into sex-matched recipient mice. 





 CD4 Treg cells were flow-cytometry sorted and the suppressive 
capacities of these highly purified Foxp3 expressing cells were then assessed as previously 




 T cells) were 
purified from LNs of C57BL/6 Foxp3-GFP mice, labeled with Cell Trace Violet (CTV; 
Invitrogen) and stimulated for 64 hours, alone or together with CD4 Treg cells at various 
Treg/Tconv-cell ratios.  
In vivo suppression assay: colitis model 
CD4 Treg cells were purified from C57BL/6 Foxp3-GFP CD45.1 mice as described above. 
CD4 TN cells were purified from C57BL/6 Foxp3-GFP CD45.2 as previously described 
(Martin et al., 2013). 5.10
5
 CD4 TN cells were injected intravenously into sex-matched 
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 CD4 Treg cells. The weight of 
recipient mice was monitored every two days and mice were sacrificed either 7 weeks after 
transfer or when reaching 80% of their initial weight. 
Colitis scoring 
For the colitis model, colons were removed and fixed in PBS containing 10% formaldehyde. 
Five-micrometer paraffin-embedded sections were cut and stained with H&E and then blindly 
analyzed. Each segment was given a score of 0-4: grade 0, no significant changes; grade 1, 
minimal scattered mucosal inflammatory cell infiltrates, with or without minimal epithelial 
hyperplasia; grade 2, mild scattered to diffuse inflammatory cell infiltrates, sometimes 
extending into the submucosa and associated with erosions, with mild to moderate epithelial 
hyperplasia and mild to moderate mucin depletion from goblet cells; grade 3, moderate 
inflammatory cell infiltrates that were sometimes transmural, with moderate to severe 
epithelial hyperplasia and mucin depletion; grade 4, marked inflammatory cell infiltrates that 
were often transmural and associated with crypt abscesses and occasional ulceration, with 
marked epithelial hyperplasia, mucin depletion, and loss of intestinal glands. 
Blocking T-cell entry into LNs 
C57BL/6 Foxp3-GFP mice were injected or not i.p. with 200mg of anti-aL and anti-a4 Abs 
(BioXcell) to block LN entry. 24 hours later, cervical LNs (cLNs), mesenteric LNs (mLNs) 






 CD4 Treg cells (3x10
5
 cells/condition) were flow cytometry sorted as 
described above, washed in ice-cold PBS and lysed in lysis buffer (20 mM Tris-HCl (pH 7.5), 
150 mM NaCl, 5 mM EDTA (pH 8.0), 5 mM NaPiP, 1 mM, Na3VO4, 20 mM NaPO4 (pH 
7.6), 3 mM b-glycerophosphate, 10 mM NaF, 1% Triton X-100, complete protease and 
phosphatase inhibitor cocktail (Roche)) for 15 min on ice. Samples were centrifugated and 
whole cell lysates harvested. Unreduced proteins were separated on a 12% SDS-PAGE, 
transferred on a nitrocellulose membrane and immunoblotted first with an anti-
Phosphotyrosine Ab (Clone 4G10, Millipore) and, after stripping, with an anti-CD3z Ab 
(Clone 6B10.2, Santa Cruz Biotechnology). Signals were quantified using the Image J 
software. The ratio pz/z was  (Dorfman et al., 2000; 
Martin et al., 2006).  






 CD4 Treg cells were then flow cytometry sorted as described above. Cells 
were put on coated Poly-D lysine coverslides for 20 min at Room Temperature (RT). For 
NFAT staining, CD4 Treg cells were fixed with the Fix/Perm Buffer of the Foxp3 staining set 
(eBioscience) for 1h at 4°C and permeabilized with the Perm Buffer of the Foxp3 staining set. 
Cele were then incubated with anti-NFAT2 (7A6, BD Bioscience) and anti-Foxp3 (FJK-16s, 
e-Bioscience) Abs together with Phalloidin (Invitrogen) for overnight at 4°C followed by 
DAPI staining (Invitrogen). For FoxO1 staining, CD4 Treg cells were fixated with 2% 
paraformaldehyde for 30 min at RT and permeabilized with Triton 0,2% (Sigma-Aldrich). 
Cells were then incubated with anti-FoxO1 (C29H4, Cell signaling) and anti-Foxp3 Abs 
together with Phalloidin for overnight at 4°C followed by DAPI staining. Slides were 
mounted with ProLong Gold
®
 antifade reagent (Invitrogen). Stained CD4 Treg cells were 
photographed on a Yokogama Spinning-disk confocal microscope with a 100x oil immersion 
objective connected to a digital video camera and analyzed using Image J software.  
qRT-PCR analysis 
Total RNA was isolated from flow cytometry sorted cells as decribed above and reverse 
transcribed with SuperScript
TM
 III Reverse Transcriptase (Invitrogen) using 100ng Random 
Hexamers. Quantitative PCR analysis was performed using Power SYBR
®
 Green PCR 
Master Mix (Applied Biosystems) and a real-time PCR system (ABI7300; Applied 
Biosystems) according to standard PCR conditions. For quantitative calculations, results were 
normalized to hprt expression. Primers used are: 
Genes sequence 5'->3' 
Ebi3 forward 5'-TTGTGGCTGAGCGAATC-3' 
Ebi3 reverse 5'-GCGGAGTCGGTACTTGA-3' 
Gzmb forward 5'-CTCCACGTGCTTTCACCAAA-3' 
Gzmb reverse 5'-AGGATCCATGTTGCTTCTGTAGTTAG-3' 
Hprt forward 5'-GCTGGTGAAAAGGACCTCT-3' 
Hprt reverse 5'-CACAGGACTAGAACACCTGC-3' 
Il10 forward 5'-GGTTGCCAAGCCTTATCGGA-3' 
Il10 reverse 5'-ACCTGCTCCACTGCCTTGCT-3' 
Lgals1 forward 5'-GTCGCCAGCAACCTGAATCTC-3' 
Lgals1 reverse 5'-GGGCATTGAAGCGAGGATTG-3' 
Tgfb1 forward 5'-CGCAACAACGCCATCTATGA-3' 
Tgfb1 reverse 5'-GCACTGCTTCCCGAATGTCT-3' 
Tbx21 forward 5'-ACCAGAGCGGCAAGTGGG-3' 
Tbx21 reverse 5'-TGGACATATAAGCGGTTCCCTG-3' 
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Rora forward  5'-GCCCTTCAGCACGTCCTACAG-3' 
Rora reverse 5'-TCCACATAGGGCTCTTAACGTAGA-3' 
Rorc forward 5'-CCGCTGAGAGGGCTTCAC-3' 
Rorc reverse 5'-TGCAGGAGTAGGCCACATTACA-3' 
Bcl6 forward 5-CACACCCGTCCATCATTGAA-3 
Bcl6 reverse 5-TGTCCTCACGGTGCCTTTTT-3 
Irf4 forward  5'-GCCCAGCAGGTTCATAACTACAT-3' 
Irf4 reverse 5'-GCCAAACGTCACAGGACATTGATA-3' 
Prdm1 forward 5'-TTCTTGTGTGGTATTGTCGGGACTT-3' 
Prdm1 reverse 5'-TTGGGGACACTCTTTGGGTAGAGTT-3' 
Statistics 
Data are expressed as mean ± SEM, and the significance of differences between two series of 
results was assessed using the students unpaired or paired t test. Values of p < 0.05 were 
considered significant. (*, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001). Microscopy quantification 
analyses were performed using Mann-Withney non-parametric t test with. Values of p < 0.05 
were considered as statistically correlated. (*, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001). 
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Treg cells can be subdivided into two subsets on the basis of Ly-6C 











T cells) recovered from peripheral LNs (pLNs), mesenteric LNs (mLNs), spleen and 
thymus are shown for a representative C57BL/6 Foxp3-GFP mouse. Numbers in each 
histogram represent the percentage of Ly-6C
+
 cells among CD4 Treg cells. (B-C) 2.5x10
5
 
flow-cytometry sorted thymic Ly-6C
-
 CD4 Treg cells from C57BL/6 Foxp3-GFP mice were 





, respectively). (B) Diagram illustrating the experimental 
model. (C) Ly-6C expression by CD45.2
+ 
CD4 Treg cells recovered from total LNs of 
recipient mice 7, 14 and 28 days after transfer is shown. Results are representative of at least 
6 mice from 2 independent experiments. (D) Neuropilin-1 (Nrp-1) fluorescence histograms of 
CD4
 
Treg cells recovered from pLNs, mLNs, Peyers Patches (PP) and Small Intestine (SI) 







 CD4 Treg cells recovered from pLNs, mLNs, PP and SI of 
C57BL/6 Foxp3-GFP mice are shown as means ± SEM for 8 mice from 2 independent 
experiments. 
 
Figure 2: Ly-6C expression in CD4 Treg cells inversely correlates with their ability to 
interact with self. (A) CD5 fluorescence histograms of Ly-6C
- 
CD4 Treg cells, Ly-6C
+
 CD4 
Treg cells and naïve CD4 T cells from LNs of a representative C57BL/6 Foxp3-GFP mouse. 
Mean Fluorescence Intensities (MFI) are shown as means ± SEM for 6 mice from 2 
independent experiments. (B). Immunoblot analysis of CD3z protein levels (z) and of the 
extent of CD3z chain phosphorylation (pz). Quantification (compared to levels observed in 
naïve CD4 T cells) are indicated under each band. On the left, the scatter plot represents the 
ratio pz/z  circles), Ly-6C
-
 CD4 Treg cells (white circles) and 
Ly-6C
+
 CD4 Treg cells (gray circles). Each dot represents an individual sample. (C) Four-
colour staining of F-actin (Phalloidin, blue), DNA (DAPI, white), Foxp3 (red) and NFAT2 




 CD4 Treg cells. (D) MFI ratios of nuclear/total 
NFAT2 are shown. Each dot represents an individual Ly-6C
-
 (white circle) or Ly-6C
+
 (grey 
circle) cell. (E) Four-colour staining of F-actin (Phalloidin, blue), DNA (DAPI, white), Foxp3 




 Treg cells. (F) MFI 
ratios of nuclear/total FoxO1 are shown. Each dot represents an individual Ly-6C
-
 (white 
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circle) or Ly-6C
+
 (grey circle) cell. (G) Ly-6C fluorescence histograms of CD4
 
Treg cells 
recovered from pLNs, mLNs and spleen are shown for a representative C57BL/6 Germ Free 
(GF) mouse or C57BL/6 Specific Pathogen free (SPF) mouse. (H) Proportions of Ly-6C
+
 
cells among CD4 Treg cells recovered from pLNs, mLNs and spleen of C57BL/6 GF mice or 




 CD4 Treg cells are preferentially retained within lymph nodes. 
C57BL/6 Foxp3-GFP mice were injected or not i.p with 200mg of anti-aL and anti-a4 Abs. 
24 hours later, cervical LNs (cLNs), mesenteric LNs (mLNs) and spleen were harvested and 
CD4 T cells were analyzed. (A) Diagram illustrating the experimental model. (B) Foxp3 
expression by CD4 T cells from the indicated organs is shown for treated (+) and untreated (-) 
mice. (C) Ly-6C fluorescence histograms of CD4
 
Treg cells recovered from cLNs, mLNs and 
spleen are shown for representative treated or untreated C57BL/6 Foxp3-GFP mice. (D) 
Absolute numbers of Ly-6C
-
 CD4 Treg cells, Ly-6C
+
 CD4 Treg cells and naive CD4 T cells 
in cLNs, mLNs and spleen of treated or untreated mice were calculated. The percentage of 
recovery was calculated by dividing the absolute numbers in treated mice by the mean 
absolute number obtained in untreated animals. Results are shown as means ± SEM for 2 
independent experiments. 
 
Figure 4: Effector/activated Tregs are comprised within Ly-6C
-
 CD4 Treg cells. (A) 




 CD4 Treg 
cells as well as of naive CD4 T cells recovered from the LNs of a representative C57BL/6 
Foxp3-GFP mouse. (B) Ki-67 expression by LN Ly-6C
- 
CD4 Treg cells, Ly-6C
+
 CD4 Treg 
cells and naive CD4 T cells is shown for a representative C57BL/6 Foxp3-GFP mouse. 
Proportions of Ki-67
+
 cells among LN Ly-6C
-
 CD4 Treg cells, Ly-6C
+
 CD4 Treg cells and 
naive CD4 T cells are shown as means ± SEM for 6 C57BL/6 Foxp3-GFP mice from 2 
independent experiments. (C) Relative transcript levels of Tbx21, Rora, Bcl-6, Irf4, Rorc and 
Prdm1 genes were analyzed by qRT-PCR in the indicated CD4 T-cell subsets and shown as 










 CD4 Treg cells, Ly-6C
+
 CD4 Treg cells and naive CD4 T cells are shown 
as means ± SEM for 6 C57BL/6 Foxp3-GFP mice from 2 independent experiments. 
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 CD4 Treg 
cells. (A) LN CD4 Tconv cells (GFP
-
 CD4 T cells) of C57BL/6 Foxp3-GFP mice were flow-
cytometry sorted, labeled with CTV, and cultured alone (no Treg) or together with the 
indicated Treg cells at various Treg/Tconv-cell ratios (1/1, 1/2, 1/4) in the presence of soluble 
anti-CD3 Ab and antigen-presenting cells. CTV fluorescence histograms of Tconv cells 
(CTV
+
) are shown 64 h after the beginning of culture. CTV fluorescence histogram in the 
absence of anti-CD3 stimulation is shown as control (filled histogram). (B-E) 5x10
5
 flow-
cytometry sorted naïve CD4 T cells from C57BL/6 Foxp3-GFP CD45.1 mice were injected 
i.v. into C57BL/6 CD3e
-/-
 recipient mice alone or together with 5x10
4





 CD4 Treg cells from C57BL/6 Foxp3-GFP CD45.2 mice. Seven weeks 
after transfer, pLNs, mLNs and spleen were recovered separately and analyzed. (B) Diagram 
illustrating the experimental model. (C) Body weight of recipient mice was monitored up to 7 
weeks post-transfer and percentages of initial body weight were calculated and plotted. (D) 
Colitis scores of recipient mice were assessed 7 weeks after transfer. (E) Absolute numbers of 
CD4 T cells deriving from initially injected naïve (CD45.1
+
, left) or regulatory (CD45.2
+
, 
right) CD4 T cells were assessed 7 weeks after transfer and plotted. Each dot represents an 




 CD4 Treg cells express higher amounts of key immunosuppressive 
molecules. (A) Foxp3, CD25, CD39, CD73, CTLA-4 and PD-L1 fluorescence histograms of 
Ly-6C
- 
CD4 Treg cells, Ly-6C
+
 CD4 Treg cells and naïve CD4 T cells from LNs of a 
representative C57BL/6 Foxp3-GFP mouse. (B) Transcript levels of Ebi3, Il10, Gzmb, 
Lgals1 and Tgfb1 genes were analyzed by qRT-PCR for the indicated CD4 T-cell subsets and 
shown as means ± SEM for 2 independent experiments. 
 
Figure 7: Rapid decline of peripheral Ly-6C
+
 CD4 Treg cell-numbers with age. (A) Ly-
6C fluorescence histograms of CD4
 
Treg cells recovered from LNs of representative 1-, 6-, 
12- and 18-month-old C57BL/6 mice. (B) Absolute numbers of Ly-6C
- 
CD4 Treg cells, Ly-
6C
+
 CD4 Treg cells and naive CD4 T cells from LNs and spleen of C57BL/6 mice were 
calculated. For each subset, ratios were calculated by dividing the absolute numbers at all 
studied ages by the mean absolute number at 1 month. Results are shown as means ± SEM for 
at least 4 mice per age group. (C-D) flow-cytometry sorted Ly-6C
-
 CD4 T cells from LNs of 
12-month-old C57BL/6 CD45.2 mice were injected i.v. into 4-week-old C57BL/6 CD45.1 
recipient mice. Periphery (LNs + spleen) was harvested 3 weeks after transfer. (C) Diagram 
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illustrating the experimental model. (D) Ly-6C fluorescence histograms of transferred 
(CD45.2
+




Treg cells recovered from LNs 3 weeks after 







 CD4 Treg cells from LNs of C57BL/6 Foxp3-GFP 
CD45.2 mice were injected i.v. into C57BL/6 Foxp3-GFP CD45.1 mice lacking or not 




, respectively). (E) Diagram 
illustrating the experimental model. (F) Absolute numbers of CD45.2
+ 
CD4 T cells recovered 
from the periphery (LNs + spleen) of recipient mice 4 weeks after transfer were calculated 



























































































































Supplementary Figure S1: Gating strategy used to discriminate peripheral CD4 T-cell 
subsets. Dot plots illustrating the gating strategy used to define peripheral naïve CD4 T cells 












 cells, regulatory CD4 T cells 































Supplementary Figure S2: Rapid CD4 T cell exit from LNs after entry blockade. 
C57BL/6 Foxp3-GFP mice were injected or not i.p with 200mg of anti-aL and anti-a4 Abs. 
24 hours later, cervical LNs (cLNs), mesenteric LNs (mLNs) and spleen were harvested and 
CD4 T cells were analyzed. Absolute numbers of CD4 T cells in cLNs, mLNs and spleen of 
treated or untreated mice were calculated. Results are shown as means ± SEM for 2 
independent experiments. 
 











Supplementary Figure S3: Phenotype of Ly-6C- and Ly-6C+ CD4 Treg cells. 
Representative Ly-6C/CD103, Ly-6C/ICOS, Ly-6C/KLRG1 and Ly-6C/TNFR II dot-plots 
are shown for gated CD4 Treg cells recovered from the LNs of C57BL/6 Foxp3-GFP mice. 












Supplementary Figure S4: cytokine production by peripheral CD4 T-cell subsets. The 





 CD4 Treg cells recovered from LNs of C57BL/6 Foxp3-GFP mice were estimated 
after a pulse stimulation with phorbol myristate acetate and ionomycin. Results are shown as 
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I. Discussion des résultats 
Au cours de ma thèse, je me suis intéressé à étudier le rôle des interactions avec le soi 
(complexe peptide du soi/CMH de classe II) dans la biologie des Tregs. Plus particulièrement, 
jai pu établir limpact des signaux induits par le TCR dans lhoméostasie et la fonction des 
Tregs en périphérie. Nous avons ainsi pu démontrer, dans deux modèles différents et dans des 
souris non manipulées, que les Tregs doivent interagir avec le soi en périphérie afin de 
maintenir ou acquérir toutes leurs caractéristiques phénotypiques, fonctionnelles et 
transcriptionnelles. 
A. Lautoréactivité est nécessaire aux fonctions suppressives des Treg 
* En absence dinteractions avec le soi à la périphérie, les Tregs ne sont plus suppressifs. 
Les Tregs sont connus pour pouvoir supprimer lactivation et la prolifération des LTconvs in 
vitro et in vivo. Dans nos systèmes expérimentaux (Article 1), les CPAs dorigine 
hématopoïétique sont déficientes pour lexpression des molécules du CMH de classe II. Ainsi, 
nous privons les Tregs périphériques dinteractions avec les molécules du CMH de classe II. 
Nous observons que les Tregs privés dinteractions avec le soi à la périphérie sont bien moins 
efficaces pour inhiber laugmentation de la taille, lexpression de CD25 et la prolifération des 
LTconvs in vitro. De plus, nous avons également observé quen absence dinteractions avec le 
soi, les Tregs nétaient pas capables dinhiber la prolifération, induite par la lymphopénie, des 
LTnaïfs in vivo (Article 1). Cependant, il est important de signaler que dans ces travaux les 
Tregs étaient alors purifiés sur la base de lexpression de CD25 et quune contamination en 
LTconvs activés pouvait expliquer ces résultats. Nous avons en partie écarté cette hypothèse 
en analysant le pourcentage de cellules Foxp3+ parmi la fraction CD25+ triée par billes 
magnétiques. En effet, plus de 87% des cellules purifiées sont Foxp3+ (Article 1). 
Nos résultats sur les Tregs peuvent être en partie comparés à ceux obtenus par dautres 
équipes sur les cellules T CD4+ naïves. En effet, lorsque des LTnaïfs sont privés 
dinteractions avec les molécules de CMH de classe II, il a été observé une diminution de leur 
réactivité et de leur sensibilité à sactiver lors de la reconnaissance dantigènes du non soi 
(Fischer et al., 2007; Hochweller et al., 2010; Stefanova et al., 2002). Labsence dinteractions 
avec le soi perturbent la fonctionnalité des LTnaïfs. La perte de fonctionnalité des Tregs 
observée en absence dinteraction avec le soi va dans le même sens. 
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* Les Tregs les plus autoréactifs sont les plus fonctionnels. 
Nos travaux montrent que les Tregs naturels qui sont majoritairement Ly-6C- dans le thymus, 
sont capables de donner naissance à la périphérie aux Tregs Ly-6C- et Ly-6C+ (Article 2). De 
plus, nous avons mis en évidence que des interactions continuent avec le soi étaient 
nécessaires à la non-expression de Ly-6C (Martin et al., 2013). Nous avons alors émis 
lhypothèse que les Tregs Ly-6C- interagissaient plus fortement avec les molécules du CMH 
de classe II que les Tregs Ly-6C+. Dans le second article, nous montrons que les Tregs Ly-6C- 
expriment plus fortement le marqueur CD5 que les Tregs Ly-6C+. Le niveau dexpression de 
CD5 est directement corrélé à laffinité du TCR pour les complexes pCMH du soi (Azzam et 
al., 1998; Mandl et al., 2013). De plus, nous avons quantifié la phosphorylation de la chaîne z 
du complexe CD3 dans les 2 types de Tregs, et, il en résulte que les Tregs Ly-6C- présentent 
un plus fort taux de phosphorylation de la chaîne z (Article 2). De façon cohérente avec nos 
résultats, il a été montré que linjection dun anticorps monoclonal bloquant les molécules du 
CMH de classe II entraîne une diminution de la phosphorylation de la chaîne z du CD3 dans 
les LTconvs (Stefanova et al., 2002) et  les Tregs (Andersson et al., 2007). Ainsi, nos résultats 
suggèrent que les Tregs Ly-6C- interagissent plus fortement ou plus souvent avec les 
molécules du CMH de classe II. 
Nos résultats précédents (Article 1) montrent que des Tregs privés dinteraction avec le soi ne 
sont plus suppresseurs. Ainsi, il semblerait logique que les Tregs Ly-6C- soient de meilleurs 
suppresseurs que leurs homologues Ly-6C+. Nous avons donc testé in vitro et in vivo les 
capacités suppressives de ces 2 sous-populations de Tregs. Le test de suppression in vitro 
montre clairement un défaut de régulation des Tregs Ly-6C+ car aucune inhibition de la 
prolifération des LTconvs en réponse à lanti-CD3 na pu être observé. De plus, nous 
montrons clairement que les Tregs Ly-6C+ ne sont pas capable de prévenir lapparition de la 
maladie inflammatoire de lintestin. En effet, nous observons une forte inflammation de 
lintestin et une perte de poids similaire aux souris injectées avec uniquement des LTnaïfs 
(Article 2). 
*Les fortes interactions avec le soi modifient le comportement des Tregs in vivo.  
Les LTnaïfs circulent en permanence dans les différents ganglions lymphatiques. Il a été 
démontré que lentrée dans les ganglions était dépendante des intégrines LFA-1 et VLA-4 
(von Andrian and Mempel, 2003). Nous avons montré que si on bloquait ces molécules, on 
enrichissait les ganglions en Tregs et ces Tregs résiduels sont exclusivement Ly-6C- (Article 
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2). De plus, nous avons démontré au sein de léquipe que les LTnaïfs les plus retenus dans les 
ganglions étaient les plus autoréactifs (Martin et al., 2013). Ils semblent donc que les Tregs 
les plus affins pour le soi interagissent fortement avec les DCs. Ces résultats sont cohérents 
avec les résultats obtenus par léquipe de Sakaguchi montrant que les Tregs forment des 
agrégats et interagissent plus longtemps avec les DCs que les LTconvs (Onishi et al., 2008). 
Nos résultats suggèrent que les Tregs interagissent plus fortement et plus longuement avec les 
DCs à cause de leur forte affinité pour le soi. Ces fortes interactions peuvent générer de forts 
signaux du TCR et induire lactivation des Tregs. 
B. Limpact de la reconnaissance du soi sur lactivation des Tregs. 
* Au niveau moléculaire ?  
Contrairement aux LTnaïfs, dun point de vue moléculaire, les signaux du TCR reçus par les 
Tregs périphériques grâce aux interactions avec le soi semblent entraîner leur activation. Des 
études ont montré que des Tregs, déficients pour une protéine impliquée dans la signalisation 
du TCR, avaient des capacités suppressives diminuées in vitro (Fu et al., 2010; Kim et al., 
2009; Patton et al., 2006; Tanaka et al., 2010; Wang et al., 2008). Cependant, il est difficile de 
savoir dans ces études si leffet est du à une absence de signaux du TCR in vivo ou  à une 
absence de réponse à lanti-CD3 in vitro. Les résultats de notre première étude suggèrent 
fortement quun défaut de signalisation du TCR in vivo engendre déjà une perte de fonction 
des Tregs (Article 1). Notre seconde étude appuie également cette hypothèse. En effet, les 
signaux du TCR lors de lactivation induisent la translocation dans le noyau ou lexclusion de 
ce dernier de certains facteurs de transcription. Or, nous démontrons, que dans les Tregs Ly-
6C-, il y a une plus forte proportion du facteur de transcription Foxo1 dans le cytoplasme et 
une plus forte proportion de NFAT2 dans le noyau (Article 2). Ces résultats sont en accord 
avec des données récentes montrant quune forte stimulation du TCR entraîne lexclusion 
nucléaire de Foxo1 dans les Tregs (Ouyang et al., 2012) et la translocation dans le noyau de 
NFAT2 (Zanin-Zhorov et al., 2012). La localisation subcellulaire dautres facteurs de 





 - 134 - 
* Dun point de vue phénotypique ?  
Nous démontrons que, lorsque nous privons les Tregs périphériques dinteractions avec le soi, 
ils présentent un phénotype altéré (Article 1). Parmi les marqueurs dactivation, CD44 est 
moins exprimé par les Tregs privés dinteractions avec le soi par rapport aux Tregs WT. 
Dautres marqueurs dactivation sont plus fortement exprimés par les Tregs privés 
dinteractions avec le soi ou exprimés de façon équivalente par rapport au Tregs WT (CD103, 
CD25). Ces Tregs ne présentent donc pas particulièrement un phénotype de cellules moins 
activé que les Tregs pouvant interagir avec le soi ou les Treg WT, contrairement aux Tregs 
Ly-6C+ de souris non manipulées par rapport aux Tregs Ly-6C-. Il est possible dexpliquer 
cette contradiction apparente par le fait que dans ce modèle de transfert adoptif, nous 
injectons des LTs CD4+ et CD8+ dans des hôtes présentant une lymphopénie profonde. 
Linjection de LTs dans un environnement lymphopénique pourrait entraîner, comme décrit 
dans des travaux antérieurs de léquipe (Martin et al., 2006; Martin et al., 2003), une 
activation des cellules transférées. Nous avons essayé de minimiser la LIP et par conséquent 
lactivation des LTs en injectant un grand nombre de LTs (100x106 cellules / souris) pour 
remplir le compartiment. Malheureusement, nous ne pouvons pas empêcher la prolifération 
spontanée des Tregs injectés dans les hôtes déficients pour les molécules du CMH de classe 
II. La prolifération spontanée des Tregs est très dépendante de lIL-2 (Le Campion et al., 
2012) et de lIL-7 (Simonetta et al., 2012). Or, dans notre modèle nous injectons également 
des LTs CD8+ qui suite au transfert produisent beaucoup dIL-2 (Article 1). Ainsi, une LIP 
des Tregs pourrait expliquer le phénotype dactivation partiel des Tregs privés dinteractions 
avec le soi. De plus, le temps passé dans les receveurs nétant que de 5 jours, il est possible 
que laltération des marqueurs que nous observons soit dépendante de la demi-vie plus ou 
moins longue de ces marqueurs. 
Dans les souris non manipulées, nous montrons que les Tregs Ly-6C- et Ly-6C+ présentent un 
phénotype différent. En effet, comme indiqué plus haut, les Tregs Ly-6C+ sont moins activés 
que les Tregs Ly-6C-. De plus, une proportion plus importante des Tregs Ly-6C- exprime Ki-
67, marqueur exprimé par les cellules en cycle (Article 2). Ainsi, nous montrons que les 
signaux du TCR reçus par les Tregs périphériques induisent leur activation et leur 
prolifération homéostatique. Ceci est en accord des travaux de léquipe de Benoît Salomon 
(Fisson et al., 2003). En effet, dans cette étude, ils démontrent quune sous- population de 
Tregs présente un phénotype activé similaire à celui des Tregs Ly-6C- et prolifère en réponse 
au soi.  
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Nos résultats suggèrent que la forte autoréactivité des Tregs maintient une activation 
nécessaire à leurs fonctions suppressives. Il serait donc intéressant de regarder les 
mécanismes moléculaires, liés aux fonctions suppressives des Tregs, qui sont altérés en 
absence dinteractions avec le soi. 
C.  Autour de Foxp3. 
Depuis sa découverte (Hori et al., 2003), le facteur de transcription Foxp3 est considéré 
comme un marqueur spécifique des Tregs et comme suffisant pour induire les fonctions 
suppressives de ces derniers (Fontenot et al., 2003; Khattri et al., 2003). En effet, une 
diminution dexpression de Foxp3 dans les Tregs périphériques conduit à une perte des 
fonctions suppressives et à leur conversion en LTs effecteurs qui contribuent à lémergence 
de maladies auto-immunes (Komatsu et al., 2009; Wan and Flavell, 2007; Zhou et al., 2009).  
Nos travaux montrent que lorsque lon prive les Tregs dinteractions avec le soi, les Tregs 
perdent leurs fonctions suppressives (Article 1) bien que lexpression de Foxp3 ne soit pas 
affectée ni au niveau transcriptionnel (données non montrées) ni au niveau protéique (Article 
1). Dans des souris non manipulées, nous avons également montré que les Tregs Ly-6C- et 
Ly-6C+ expriment de façon équivalente la protéine Foxp3 malgré leurs différences 
fonctionnelles (Article 2). Nos résultats sont donc en contradiction apparente avec ceux 
suggérant que lexpression de Foxp3 suffit à conférer aux LTs des capacités suppressives. 
Chez lhomme, il a été montré depuis longtemps que les LTconvs expriment Foxp3 lors de 
leur activation (Wang 2007 EJI). Plus récemment, il a été montré que Foxp3 était localisé 
dans le cytoplasme plutôt que dans le noyau de ces LTconvs et que par conséquent il ne 
conférait pas de fonctions régulatrices à ces cellules (Magg et al., 2012). Une exclusion 
nucléaire de Foxp3 dans les Tregs Ly-6C+ pourrait expliquer leur manque de fonctions 
suppressives. Mais, nos données dimagerie contredisent une telle hypothèse puisque dans les 
Tregs Ly-6C+ comme dans les Tregs Ly-6C-, la localisation de Foxp3 est quasi-totalement 
nucléaire (Article 2). 
Même si lexpression et la localisation de Foxp3 ne sont pas modifiées, il est possible que la 
fonctionnalité de Foxp3 soit altérée en absence dinteractions avec le soi. En effet, plusieurs 
études ont révélé que Foxp3 doit être acétylé et phosphorylé pour être fonctionnel (Nie et al., 
2013; Tao et al., 2007; Xiao et al., 2010). Il se pourrait donc que les signaux en aval du TCR 
induisent des modifications post-traductionnelles de Foxp3, régulant ainsi sa fonction. 
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Néanmoins, nous avons comparé le profil transcriptionnel de Tregs privés ou pas 
dinteractions avec le soi (Article 1) et nous avons observé seulement 9 gènes exprimés 
différentiellement dont la transcription est corrélée à lactivité de Foxp3 (Article 1). 
Lensemble de nos résultats suggèrent donc que labsence dinteractions avec le soi ne 
perturberait pas lexpression de Foxp3, sa localisation et la fonctionnalité de celui-ci. Ainsi, 
on peut se demander dans quelle mesure les signaux du TCR, initiés par les interactions avec 
le soi, permettent le maintien des fonctions suppressives des Tregs. 
D. Les interactions avec le soi permettent lexpression de molécules suppressives. 
Les signaux du TCR induisent de nombreuses modifications phénotypiques et fonctionnelles  
lors de lactivation des LTconvs (expression de CD69 et CD44, production de cytokines 
effectrices : IFN-g, TNF-a, IL-2 etc.). Lors de ma thèse, jai étudié lexpression des 
molécules effectrices impliquées dans les fonctions suppressives des Tregs afin dobserver si 
les interactions avec le soi sont nécessaires à leur expression. 
 
* Perturbation phénotypique des Tregs en absence dinteractions avec le soi. 
Les Tregs privés ou pas dinteractions avec le soi présentent des similitudes phénotypiques 
mais aussi des différences (Article 1). Seules les différences communes aux 2 modèles ont été 
prises en compte car certaines différences observées peuvent être dues aux modèles 
expérimentaux en eux-mêmes. Lexpression des molécules CD25, CD73 et PD-L1 est 
modifiée dans les 2 modèles (Article 1). Cependant, seule la molécule CD73 est diminuée 
dans les Tregs privés dinteractions avec le soi par rapport à des Tregs WT. CD25 et PD-L1, 
quant à eux, sont augmentés dans les Tregs privés dinteractions avec le soi. Ces résultats 
inverses de ceux escomptés ne peuvent donc pas expliquer la perte de fonction de ces Tregs. 
Lectoenzyme CD73 pourrait donc expliquer la perte de fonction mais la diminution observée 
reste faible. Nous ne pouvons pas exclure que dautres molécules non étudiées puissent 
expliquer la perte de fonction des Tregs privés dinteractions avec le soi 
De manière plus intéressante, nous montrons que dans les Tregs Ly-6C+, il y a une plus faible 
expression dun grand nombre de protéines immunosuppressives (Article 2). Entre autres, 
nous retrouvons une diminution de lexpression de CD73 à la surface des Tregs Ly-6C+ par 
rapport aux Tregs Ly-6C-. La différence dexpression la plus forte entre les Tregs Ly-6C+ et 
Ly-6C- correspond à celle observée pour la molécule CTLA-4. Il a été démontré que 
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lexpression de cette molécule était induite en partie par le facteur de transcription NFAT (Li 
et al., 2012). La moindre expression de CTLA-4 dans les Tregs Ly-6C+ est en accord avec le 
fait que NFAT est moins présent dans le noyau des Tregs Ly6C+ (Article 2). Léquipe 
dAlfred Singer a démontré récemment que les LTconvs stockent la protéine CTLA-4 de 
façon différente de celle des Tregs. En effet, dans les Tregs, les protéines CTLA-4 sont 
stockées dans des vésicules sous-membranaires qui sont recyclées très rapidement alors que 
dans les LTconvs les protéines sont retenues dans le golgi. De plus, ils démontrent que le 
signal TCR, lors de lactivation, permettait lexternalisation de la protéine dans les LTconvs, 
leurs conférant ainsi un pouvoir suppresseur (Tai et al., 2012). Ainsi, il serait possible que la 
protéine CTLA-4 soit localisée dans le golgi des Ly-6C+ comme pour les LTconvs. Nous 
avons testé cette hypothèse, mais, nous navons pas observé de différence de localisation 
entre les Tregs Ly-6C- et Ly-6C+. Pour les 2 types de Tregs, les protéines CTLA-4 étaient 
localisées dans les vésicules sous-membranaires (données non montrées).  
Lensemble de nos résultats suggère fortement que les signaux du TCR reçus par les Tregs 
permettraient le maintien de lexpression de protéines impliquées dans leurs fonctions 
suppressives. 
 
* Quen est-il des cytokines immuno-suppressives ? 
Comme je lai présenté dans mon introduction (cf. paragraphe cytokines), les Tregs expriment 
un véritable arsenal de molécules suppressives. Afin de comprendre le(s) mécanisme(s) 
défaillant(s) dans la fonctionnalité des Tregs ninteragissant pas ou faiblement avec le soi, 
nous avons étudié leur profil cytokinique. 
Tout dabord, nous avons observé un pourcentage plus faible de Tregs producteurs dIL-10 5 
jours après transfert dans les receveurs nexprimant pas les molécules de classe II du CMH 
(Article 1). De façon concordante, le gène Il10 est moins transcrit dans ces Tregs (Article 1). 
De plus, des résultats similaires ont pu être observés dans les Tregs Ly-6C+. En effet, le gène 
de lIL-10 est très faiblement exprimé dans les Tregs Ly-6C+ (Article 2) et nous retrouvons 
également un plus faible nombre de Tregs producteurs dIL-10 parmi les Tregs Ly-6C+ par 
comparaison aux Tregs Ly-6C-. Cependant, il convient de préciser que lIL-10, bien 
quessentielle pour la régulation au niveau des muqueuses (Asseman et al., 1999; Rubtsov et 
al., 2010), nest pas impliquée dans la régulation in vitro de la prolifération des LTconvs 
(Shevach, 2006; Thornton and Shevach, 1998). Dautres cytokines anti-inflammatoires 
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impliquées dans les mécanismes de régulation ont été testées en RT-qPCR dans nos 2 études. 
Lexpression des gènes codant pour la galectine-1, lIL-35, le TGF-b et le granzyme B sest 
révélée non altérée dans les Tregs après 5 jours dans des receveurs nexprimant pas les 
molécules du CMH de classe II (Article 1). Par contre, de manière intéressante, nous 
montrons que ces gènes sont moins exprimés dans les Tregs Ly-6C+ par rapport aux Tregs Ly-
6C- (Article 2) et lensemble de ces médiateurs solubles, mis à part lIL-10, joue un rôle dans 
la régulation in vitro (Collison et al., 2007; Gondek et al., 2005; Nakamura et al., 2001; Tang 
and Bluestone, 2008).  
Lensemble de nos résultats ne révèle que peu de candidats qui pourraient expliquer la perte 
des capacités suppressives des Tregs par défaut dinteraction avec le soi (Article 1). LIL-10 
et CD73 sont les seules molécules immunosuppressives analysées qui sont diminuées. Tandis 
que dans les Tregs Ly-6C+, cest toute la machinerie de régulation qui est perturbée. Ces 
données suggèrent que, dans notre système expérimental, linjection de cellules dans des 
hôtes lymphopéniques pourrait biaiser linterprétation des résultats obtenus. Il est possible que 
par exemple le fait danalyser les cellules seulement 5 jours après leur transfert soit trop court 
pour modifier lexpression de certains gènes. Lexpression des molécules suppressives a aussi 
été analysée dans le système de chimère, et lexpression de lIL-10 et de CD73 sont 
également diminuées (données non montrées). Or, dans le système des chimères nous avons 
analysé les Tregs 28 jours après la greffe de moelle osseuse. À ce stade du transfert, les 
compartiments de LTs CD4+ et CD8+ sont restaurés, mais des signes inflammatoires 
(lymphadénopathie) sont déjà détectables dans les chimères dont les cellules 
hématopoïétiques nexpriment pas les molécules du CMH de classe II (Poitrasson-Riviere et 
al., 2008). Il est probable que la LIP dans le modèle de transfert et linflammation dans le 
modèle de chimère pourraient contribuer à modifier lexpression de certaines molécules de 
suppressions par les Tregs. Mais, dans une souris non manipulée, nous montrons que des 
Tregs de moins forte affinité pour le soi ont un phénotype et un profil cytokinique différent. Il 
est intéressant de constater que malgré lexpression de beaucoup de molécules de suppression, 
les Tregs privés complètement dinteractions avec le soi ne peuvent pas inhiber la pathologie 
développée par les chimères (Poitrasson-Riviere et al., 2008) et ne peuvent pas inhiber la 
prolifération des LTconvs in vitro. Ainsi, outre, lexpression des molécules suppressives, les 
interactions avec le soi induisent dautres fonctions dans les Tregs 
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* Les fonctions effectrices induites par les interactions avec le soi 
Ces dernières années, un concept a émergé concernant les fonctions effectrices des Tregs. Les 
Tregs doivent exprimer les mêmes facteurs de transcriptions que les LTs effecteurs quils 
inhibent (Cretney et al., 2013). Certaines protéines et certains facteurs de transcription 
semblent même indispensables pour lensemble de ces fonctions effectrices. Dans le second 
article, nous montrons que des interactions avec le soi sont nécessaires à lexpression de ces 
protéines. En effet, les Tregs Ly-6C- expriment plus fortement les gènes Tbx21, Rorc, Rora, 
Bcl6, Irf4 et surtout Prdm1 que les Tregs Ly-6C+ (Article 2). De manière intéressante, le gène 
Prdm1 code pour la protéine Blimp-1 qui est un facteur de transcription important pour 
lexpression de lIL-10 et la différenciation en Tregs effecteurs (Cretney et al., 2011). Nous 
observons également une proportion plus forte de cellules CXCR3+ parmi les Tregs Ly-6C- 
(Article 2). CXCR3 est le récepteur des chimiokines CXCL9, CXCL10 et CXCL11. Il permet 
la migration des LTs Th1 vers les sites inflammatoires et aide à la maturation des Th1. Il a été 
montré que CXCR3 était induit par le facteur de transcription T-bet dans les Tregs (Koch et 
al., 2009).  
Le gène Irf4 est exprimé préférentiellement dans les Tregs Ly-6C-. IRF4, en plus dêtre 
important dans la différenciation Th2, permet aux Tregs dexprimer certaines protéines 
impliquées dans leurs fonctions effectrices comme CD103, ICOS et CTLA-4 (Ohkura and 
Sakaguchi, 2011). Or, nous démontrons que ces protéines sont préférentiellement ou 
exclusivement exprimées par les Tregs Ly-6C- (Article 2). Enfin, il a été récemment démontré 
quune sous-population de Tregs effecteurs était localisée dans les centres 
germinatifs (Linterman et al., 2011). Ces Tregs expriment Bcl6, Blimp-1 et sont ICOSfort, 
ainsi que PD-1+. Ils jouent un rôle important dans la régulation des réponses dans les centres 
germinatifs. Nos résultats suggèrent que la population des Tregs Ly-6C- contient cette sous-
population de Tregs effecteurs car comme nous le montrons, ils expriment lensemble de ces 
molécules ainsi que PD-1 (données non montrées). 
Nos résultats suggèrent fortement que la reconnaissance du soi mène à lexpression des 
molécules impliquées dans les fonctions suppressives et effectrices des Tregs. 
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E. Une signature transcriptionnelle unique du soi  
En plus, dapporter les signaux du TCR nécessaires aux fonctions des Tregs, les interactions 
avec le soi génèrent une signature transcriptionnelle unique. En effet, nous avons réalisé des 
puces à ADN afin de dégager des candidats potentiels pouvant expliquer la perte des 
fonctions suppressives des Tregs privés dinteractions avec le soi. Ces puces ont été réalisées 
dans les modèles expérimentaux utilisés dans larticle 1. Tout dabord, nous avons pu montrer 
que les résultats obtenus dans nos 2 systèmes étaient très comparables. Léquipe de Diane 
Mathis et Christophe Benoist ont réalisé en 2007 une série de puces à ADN qui leur a permis 
de dégager une signature transcriptionnelle des Tregs et de séparer les gènes dépendant ou 
non de Foxp3 (Hill et al., 2007).  
Nous avons ainsi pu définir que labsence dinteractions avec le soi modifiait de façon 
significative lexpression de 547 gènes dans les Tregs après transfert adoptif dans des 
receveurs exprimant ou pas les molécules de classe II du CMH. De manière intéressante, 
seulement 50 gènes parmi ces 547 appartiennent à la signature Tregs définie par Hill et ses 
collègues. Parmi ces 50 gènes, certains avaient déjà été décrits comme impliqués dans les 
fonctions suppressives des Tregs. La répression de lexpression du gène Pde3b a été définie 
par léquipe de Rudensky comme essentielle aux fonctions suppressives des Tregs (Gavin et 
al., 2007). En effet, ce gène code pour la phosphodiestérase 3B qui dégrade lAMPc. Les 
Tregs contiennent un fort taux dAMPc quils peuvent transmettre aux LTconvs afin dinhiber 
leur production dIL-2 et leur prolifération (Bopp et al., 2007; Bopp et al., 2009). Nous 
montrons que ce gène est moins réprimé dans les Tregs privés dinteractions avec le soi. Nous 
retrouvons également que lexpression des gènes Itgae (codant pour la protéine CD103), Irf4 
et Rora est diminuée. Enfin, nous observons une diminution de la transcription du gène cd38 
qui est aussi impliqué dans les fonctions suppressives des Tregs (Hubert et al., 2010; Patton et 
al., 2011).  
Nous avons également vérifié les résultats des puces par RT-qPCR (Article 1). Nous avons 
également testé lexpression de ces gènes dans les Tregs Ly-6C+ et Ly-6C-. De manière très 
intéressante, nous avons pu observer que les Tregs Ly-6C+ présentaient la même signature 
transcriptionnelle que les Tregs privés dinteractions avec le soi (données non montrées). Ces 
résultats renforcent notre première étude et confirment que nous avons pu définir une 
signature transcriptionnelle dépendante de linteraction des cellules avec le soi. 
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Dautres gènes, nappartenant pas à la signature Tregs définis par Hill et ses collègues, se sont 
révélés également différentiellement exprimés entre des Tregs pouvant interagir ou pas avec 
le soi. Ainsi, nous avons remarqué que lexpression du gène Bach2 était diminuée dans les 
Tregs privés dinteractions avec le soi et dans les Tregs Ly-6C+ (données non montrées). Or, 
ce gène a été récemment mis en cause dans la génération des Tregs et dans la stabilisation de 
leur programme effecteur (Roychoudhuri et al., 2013). Des interactions continuent avec le soi 
semblent mettre en place un programme génétique permettant la stabilisation des fonctions 
suppressives des Tregs. 
F. Les interactions avec le soi stabilisent le pool de Tregs périphériques. 
* Le nombre de Tregs peu autoréactifs (Ly-6C
+
) diminue au cours du temps. 
Nous avons observé que les Tregs Ly-6C+, qui représentent environ 30% des Tregs des 
organes lymphoïdes secondaires dune souris jeune adulte, sont quasiment absents de la 
périphérie dune souris âgée (Article 2) Les données obtenues montrent que seuls les Tregs 
Ly-6C+ diminuent en nombre dans les organes lymphoïdes secondaires. Il semble donc que 
seuls les Tregs les plus autoréactifs puissent se maintenir au cours du temps. 
 
* Disparition ou conversion ? 
Il est possible que lenvironnement peptidique change au cours dune vie et que les antigènes 
du soi présentés par les molécules du CMH de classe II dans une souris jeune adulte diffèrent 
des antigènes dune souris âgée. Nous avons observé que le transfert de Tregs Ly-6C- venant 
dune souris âgée dans une souris jeune ninduisait pas lexpression de Ly-6C sur les Tregs 
transférés (Article 2). Ces résultats suggèrent que lenvironnement peptidique ninflue pas sur 
lexpression de Ly-6C avec lâge. Ainsi, les Tregs Ly-6C- ne se convertissent pas en Tregs 
Ly-6C+. 
Il a été montré que la survie des LTs CD4 dépendait, entre autres, des interactions avec les 
molécules du CMH de classe II du soi (Martin et al., 2006). Nous montrons également que 
lorsque lon transfère des Tregs Ly-6C+ un très faible nombre de cellules est récupéré un mois 
après transfert ceci de façon indépendante de lexpression des molécules de classe II du CMH 
par lhôte (Article 2). Ces derniers résultats suggère une mort programmée des Tregs Ly-6C+ 
quelque soit leur environnement. Enfin, lorsque nous transférons des Tregs Ly-6C- dans un 
hôte nexprimant pas les molécules de classe II du CMH, nous récupérons un nombre limité 
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de Tregs équivalent à ceux observé lors des transferts de Tregs Ly-6C+ (Article 2), tandis que 
nous récupérons un nombre significativement plus élevé de Tregs Ly-6C- après leur transfert 
dans un hôte exprimant les molécules de classe II du CMH.  Ainsi, ces résultats suggèrent que 
les interactions avec le soi jouent un rôle important dans la survie des Tregs Ly-6C-. 
Dautres arguments vont dans ce sens. Ils ne sont pas présentés dans larticle et sont en faveur 
dune mort préférentielle des Tregs Ly-6C+. En effet, nous avons observé que les Tregs Ly-
6C+ exprimaient plus faiblement le CD25 (Article 2) et le CD122 (données non montrées). 
Cela pourrait indiquer que les Tregs Ly-6C+ seraient moins sensibles à lIL-2 qui, comme 
nous lavons vu, est une cytokine cruciale à la survie des Tregs. De plus, les Tregs Ly-6C+ 
expriment moins fortement la protéine FolR4 qui joue également un rôle dans lhoméostasie  
des Tregs (Kinoshita et al., 2012; Yamaguchi et al., 2007). Enfin, nous avons observé quil y 
avait une plus forte proportion de Tregs Ly-6C+ qui expriment la caspase3 activée dans la rate 
et les ganglions dune souris âgée. 
Lensemble de ces résultats sont en faveur dune disparition des Tregs les moins autoréactifs 
au cours du temps. Ainsi, les interactions avec le soi semblent indispensables au maintien du 
pool de Tregs en périphérie. 
II. Points de vue et Perspectives 
Jai discuté les résultats de mes 2 articles en les comparants dans la première partie de la 
discussion. Je vais maintenant discuter différents points de vue et perspectives. 
* Ly-6C et la reconnaissance du soi. 
Dans nos études, nous définissons la reconnaissance du soi comme la reconnaissance des 
molécules du CMH de classe II en association avec des peptides du soi. Nous possédons un 
grand nombre de bactéries commensales au sein de notre organisme. Doit-on alors définir les 
peptides du soi comme étant lensemble de ces peptides dorigine bactérienne et cellulaire ou 
alors comme provenant uniquement des protéines cellulaires ?  En bref, quelles sont les 
limites du « soi » ? 
Dans notre second article, nous identifions les Tregs Ly-6C- comme étant les cellules 
reconnaissant le plus fortement le soi. Mais, nous pouvons nous demander linfluence de la 
présence de la flore commensale sur lexpression de Ly-6C. Nous démontrons que dans les 
souris sans germe la proportion de Tregs Ly-6C- dans les organes lymphoïdes secondaires est 
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similaire à celle observée dans des souris C57BL/6 non axénique (Article 2). La présence ou 
labsence de bactéries commensales ne perturbe donc pas lexpression de Ly-6C dans les 
organes lymphoïdes secondaires. Cependant, il serait pertinent de regarder la proportion de 
Tregs Ly-6C- dans les tissus exposés à lenvironnement (peau, intestin, poumon etc), en 
fonction de la présence ou de labsence dune flore commensale.  
Nous avons constaté que la proportion de Tregs Ly-6C+ varie selon lorgane observé (Article 
2). La composition cellulaire des différents organes pourrait donc influer sur lexpression de 
Ly-6C. En particulier, les différentes CPAs présentes dans ces organes nont pas la même 
capacité à présenter des peptides du soi. Dans la rate, nous observons que le pourcentage de 
Tregs Ly-6C+ est plus faible que dans les autres organes lymphoïdes secondaires. La rate est 
composée majoritairement (à près de 60%) de LBs et contient un plus grand nombre de DCs 
que les ganglions lymphatiques. Les DCs, à létat physiologique, présentent de façon 
permanente des antigènes issus de leur environnement. Elles contribuent de façon importante 
à linduction et au maintien de la tolérance au soi et participent à la prévention de lauto-
immunité (Steinman et al., 2003). Les LBs peuvent également présenter efficacement les 
antigènes aux LTs (Lanzavecchia, 1990) et induire une tolérance (Tsitoura et al., 2002). 
Il a été démontré que ces deux populations, les LBs (Ray et al., 2012) et les DCs (Darrasse-
Jeze et al., 2009) participaient à lhoméostasie des Tregs. Ainsi, il serait intéressant de 
dépléter les LBs ou les DCs afin dobserver lévolution de lexpression de Ly-6C par les 
Tregs et peut-être ainsi déterminer le type de CPAs nécessaires à la perte dexpression de Ly-
6C.  
* Les Tregs Ly-6C
+
  
Nous démontrons que seuls les Tregs Ly-6C- sont suppresseurs et quils sont les seuls à se 
maintenir dans le temps (Article 2). Les Tregs Ly-6C+ représentent néanmoins environ 30% 
des Tregs des organes lymphoïdes secondaires dune souris jeune adulte (Article 2). Quel est 
lintérêt pour lorganisme de générer de tels Tregs non fonctionnels ? Comment expliquer que 
les Tregs Ly-6C+ qui sont sélectionnés pour leur capacité dinteractions fortes avec les 
complexes pCMH du soi dans le thymus, ne soient pas capables dinteragir fortement avec le 
soi en périphérie ? 
Lors de la génération des Tregs, il a été proposé quil y ait un chevauchement dà peu prés 
20% du répertoire TCR des Tregs avec celui des LTconvs (Hsieh et al., 2006). Dautres 
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études ont, quant à elles, suggéré un chevauchement beaucoup plus important (Pacholczyk et 
al., 2007). Une première hypothèse, quant à la génération des Tregs Ly-6C+, serait que ces 
cellules correspondent aux précurseurs thymiques les moins affins pour le soi sengageant 
dans la voie de différenciation des Tregs, cest à dire les 20% de cellules dont le répertoire est 
très proche de celui des LTconvs (hypothèse 1). Il se pourrait également que le répertoire 
antigénique qui permet la sélection des Tregs dans le thymus soit différent du répertoire 
antigénique retrouvé en périphérie (hypothèse 2). Ainsi, les Tregs Ly-6C+ correspondraient 
aux Tregs ne retrouvant pas à la périphérie les complexes pCMH du soi qui ont permis leur 
génération dans le thymus. Il serait donc intéressant de comparer les répertoires TCR des 
Tregs Ly-6C-, des Tregs Ly-6C+ et des LTnaïfs. En effet, si la première hypothèse savère être 
la bonne, on peut sattendre à ce que le répertoire TCR des Tregs Ly-6C+ soit bien plus 
proche de celui des LTnaïfs que de celui des Tregs Ly-6C-. Si la seconde hypothèse 
correspond à la réalité, le répertoire TCR des Tregs Ly-6C+, bien que différent de celui des 
Tregs Ly-6C- (pas les mêmes antigènes), ne serait pas plus proche de celui des LTnaïfs que ne 
le serait celui des Tregs Ly-6C- avec celui des LTnaïfs. 
Une caractérisation plus approfondie des Tregs Ly-6C+ permettra peut-être de déterminer quel 
est le rôle de ces cellules et mieux comprendre les processus de sélections thymiques et 
périphériques des Tregs. 
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Article 3 :  
 
IL-2 and IL-7 determine the homeostatic balance between the regulatory 
and conventional CD4+ T-cell compartments during peripheral T-cell 
reconstitution.  
 














Durant les dernières décennies, les facteurs influençant la survie et lhoméostasie des 
lymphocytes T conventionnels ont été identifiés. LIL-7 et le signal TCR permettent la survie 




 naïfs chez des souris reconstituées et leur prolifération dans 





 mémoires reposent sur une combinaison entre lIL-7 et lIL-15. 
En revanche, les facteurs régissant la prolifération des lymphocytes T CD4
+
 régulateurs 
induite par la lymphopénie sont beaucoup moins connus. Nous avons évalué ici limpact des 
facteurs « classiques » influençant la prolifération tel que lIL-2, lIL-7 et le signal TCR. 
Lensemble de nos résultats suggère qualors que la prolifération des lymphocytes T CD4
+
 
conventionnels est étroitement liée au taux dIL-7, la prolifération des lymphocytes T CD4
+
 
régulateurs repose sur lIL-2. La capacité de lIL-7 à provoquer la prolifération des 
lymphocytes T CD4
+
 conventionnels avec une expansion concomitante minime de 
lymphocytes T CD4
+
 régulateurs ouvre la possibilité de traitements de patients souffrant de 
lymphopénie, particulièrement dans le cadre des infections virales chroniques et 
dimmunothérapies anti-tumorales. 
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IL-2 and IL-7 Determine the Homeostatic Balance between
the Regulatory and Conventional CD4+ T Cell Compartments
during Peripheral T Cell Reconstitution
Armelle Le Campion,1 Arnaud Pommier,1 Arnaud Delpoux, Laurence Stouvenel,
Ce´dric Auffray, Bruno Martin,2 and Bruno Lucas2
Work over the last decades has led to the identification of the factors that influence the survival and homeostasis of conventional
T cells. IL-7 and TCR signaling promote the survival of naive CD4+ and CD8+ T cells in lymphoreplete mice and their proliferation
in a lymphopenic environment, whereas survival and homeostatic proliferation of memory CD4+ and CD8+ T cells crucially
depend on a combination of IL-7 and IL-15. In contrast, there is little information regarding the factors driving the proliferation
of regulatory CD4+ T cells in response to lymphopenia. In this study, we investigated whether regulatory CD4+ T cell proliferation
in response to lymphopenia was guided by classical homeostatic resources, such as IL-2, IL-7, or TCR–MHC interactions.
Altogether, our data suggest that, although homeostatic proliferation of conventional naive CD4+ T cells is closely related to
IL-7 levels, the proliferation of regulatory CD4+ T cells in response to lymphopenia appears to be primarily controlled by IL-2.
The capacity of IL-7 to augment conventional T cell proliferation with minimal concomitant regulatory T cell expansion may be
clinically exploitable in the treatment of patients with lymphopenia, especially in the case of chronic viral diseases or cancer
immunotherapy. The Journal of Immunology, 2012, 189: 3339–3346.
T
he size of the peripheral T cell pool is notably constant,
despite continuous output from the thymus, turnover of
existing cells, and clonal expansion of Ag-specific cells in
the course of an immune response (1). This process is achieved
through several homeostatic mechanisms that regulate both cell
survival and proliferation. Environmental factors that regulate
these responses vary, depending on the T cell subset and on the
nature, naive or memory, of the T cell (2). The precise identifi-
cation of these factors regulating T cell homeostasis appears to be
crucial for the development of new strategies and clinical trials for
future immunotherapy, such as cancer or antiviral therapies, or in
the context of autoimmunity and lymphoproliferative diseases.
Work over the last decades established a critical role for cytokines
in the maintenance and homeostatic proliferation of memory T cells
(2). More precisely, it was shown that survival and homeostatic
proliferation of memory CD8+ and CD4+ T cells crucially depend
on a combination of IL-7 and IL-15 (3-7). However, optimum
memory CD4+ T cell function may depend on interactions with
MHC II molecules (8). In contrast, it was shown that disruption
of MHC class I molecule–TCR interactions did not affect self-
renewal, function, or survival of memory CD8+ T cells (9).
Numerous studies have led to the identification of the factors
that influence the survival and homeostasis of naive T cells (10).
In physiological settings, IL-7 and TCR signaling promote the
survival and normal function of naive CD4+ and CD8+ T cells
(11–13). In a lymphopenic environment, the same cues promote
the proliferation of these cells (14, 15). More precisely, naive
CD4+ T cells can be divided into two subsets as a function of their
behavior after transfer into lymphopenic mice (16, 17). On the one
hand, a small proportion of the initially injected CD4+ T cells
expands strongly in response to interactions with self-peptides
or commensal bacterium-derived peptides presented by MHC
class II molecules. IL-7 is not required for this process, which is
called “spontaneous proliferation” (18). On the other hand, the
vast majority of injected naive T cells cycles slowly in response to
the great availability of IL-7 in lymphopenic environments (19).
TCR signaling can also synergize with IL-7 to enhance this latter
process, which is called “homeostatic T cell proliferation” (18).
It is well established that IL-2 is essential for regulatory CD4+
T cell survival in the periphery (20–22). Accordingly, defective
IL-2 signaling leads to spontaneous lymphoproliferative and au-
toimmune diseases in mice and humans because of the impaired
development and function of these cells (23). Surprisingly, there is
little information regarding the factors driving the proliferation of
regulatory CD4+ T cells in response to lymphopenia. Cozzo et al.
(24) and Hsieh et al. (25) proposed that this process is dependent
on interactions with self-peptide/MHC complexes, but the role of
ILs has not been clearly addressed.
In the present study, we investigated whether regulatory CD4+
T cell proliferation in response to lymphopenia was guided by
“classical” homeostatic resources, such as IL-2, IL-7, or TCR–
MHC interactions. We show that proliferation of regulatory CD4+
T cells in response to lymphopenia is not controlled by IL-7 levels
but rather requires IL-2 production by conventional CD4+ T cells.
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This result is of importance, because several clinical trials of re-
combinant human IL-7 are ongoing in the settings of acquired
immunodeficiency, cancer, and chronic viral infection.
Materials and Methods
Mice
C57BL/6 mice (CD45.2) were obtained from Harlan Laboratories. C57BL/
6 CD45.1 mice and C57BL/6 CD3ε2/2 mice were maintained in our own
animal facilities under specific pathogen-free conditions. C57BL/6 CD3ε2/2
mice (26) were crossed with MHC IID/D mice (27) to obtain CD3ε/MHC
II double-deficient mice (CD3ε2/2 IID/D mice) (13). C57BL/6 Foxp3-GFP
reporter mice were initially provided by Dr. Bernard Malissen (Centre
d’Immunologie de Marseille-Luminy, Marseille, France) (28, 29) and
maintained in our own animal facilities. Experiments were carried out in
accordance with the guidelines of the French Veterinary Department.
Cell suspensions
Peripheral and mesenteric lymph nodes (LNs) and spleen tissue were
homogenized and passed through a nylon cell strainer (BD Falcon) in RPMI
1640 Glutamax (Life Technologies), supplemented with 10% FCS (Bio-
chrom) for adoptive transfer (LNs only), or in 5% FCS, 0.1%NaN3 (Sigma-
Aldrich) in PBS for flow cytometry (pooled LN and spleen cells - pe-
riphery).
Adoptive transfer of CD4+ T cells
LN cells (pooled superficial cervical, axillary, brachial, inguinal, and
mesenteric LNs) were incubated on ice for 20 min with a mixture of anti-
CD8 (53-6.7), anti-CD11b (Mac-1), anti-GR1 (8C5), and anti-CD19 (1D3)
Abs, obtained from hybridoma supernatants, and then with magnetic beads
coupled to anti-rat Igs (Dynal Biotech). Purified T cell subsets were gen-
erally 95–97% pure. When indicated, CD4+ T cells were labeled with 5
mM CFSE (Molecular Probes) before injection. In some experiments (Fig.
6), regulatory GFP-Foxp3+ CD4+ T cells from C57BL/6 Foxp3-GFP re-
porter mice were FACS sorted in a MoFlo XDP flow cytometer (Beckman
Coulter). Regulatory GFP-Foxp3+ CD4+ T cells were then labeled with a 5
mM CellTrace violet proliferation kit (Invitrogen), according to the man-
ufacturer’s guidelines, before injection. Purified CD4+ T cells (5 3 106
cells) and/or regulatory CD4+ T cells (1 3 106 cells) were injected i.v. into
sex-matched lymphopenic recipient mice.
In vivo treatment with anti–IL-7R and/or anti–IL-2–blocking
Abs and IL-2 immune complexes
In the experiments depicted in Figs. 4 and 6, mice were injected i.p. every
2 d, beginning at the time of cell transfer, with anti–IL-2 Abs (S4B6 and
JES6-1A12, 200 mg each/mouse; Bio X Cell) and/or anti–IL-7Ra Ab
(A7R34, 200 mg/mouse) obtained from hybridoma supernatants. In some
experiments (Fig. 5), mice were injected i.p. every 2 d with IL-2/anti–IL-2
complexes, beginning at the time of cell transfer. IL-2/anti–IL-2 complexes
were made, as previously described (30), by mixing 2 mg recombinant
mouse IL-2 (0.5 mg/mouse; PeproTech) with 10 mg anti–IL-2 Ab (clone
S4B6, 2.5 mg/mouse; Bio X Cell).
Cell surface staining and flow cytometry
Cell suspensions were collected and dispensed into 96-well round-bottom
microtiter plates (Greiner Bioscience; 6 3 106 cells/well). Surface staining
was performed by incubating the cells on ice, for 15 min/step, with Abs
in 5% FCS (Biochrom), 0.1% NaN3 (Sigma-Aldrich) in PBS. Each cell-
staining reaction was preceded by a 15-min incubation with purified
anti-CD16/32 Abs (FcgRII/III block, 2.4G2) obtained from hybridoma
supernatants.
Peridin chlorophyll protein-conjugated anti-CD4 Ab (RM4-5), FITC-
conjugated anti-CD25 Ab (7D4), PE cyanin 7-conjugated anti-CD3 Ab
(145-2C11), biotinylated anti-CD45.1 (A20), anti-CD45.2 (104), anti-CD25
(PC61), allophycocyanin-H7–conjugated anti-CD8a (53-6.7), Pacific Blue-
conjugated anti-CD4 (RM4-5), allophycocyanin-conjugated anti-CD45.1
(A20), and allophycocyanin-conjugated streptavidin were obtained from
BD Biosciences. Allophycocyanin-Alexa Fluor 750-conjugated anti-CD8a
Ab (53-6.7) and biotinylated anti-CD127 (A7R34) Ab were obtained from
eBioscience. Pacific Blue-conjugated streptavidin was obtained from
Invitrogen.
For intranuclear Foxp3 staining, cells were fixed and permeabilized with
the eBioscience Foxp3 staining buffer set and then stained with PE-
conjugated anti-Foxp3 Ab (FJK-16s). Four- and seven-color immunofluo-
rescence analyses were carried out with a FACSCalibur flow cytometer and
a BDLSRII flow cytometer, respectively (BD Biosciences). List-mode data
files were analyzed with CellQuest and Diva software (BD Biosciences).
In vitro culture assay
LN cells were incubated on ice for 20 min with anti-CD8 (53-6.7), anti-
CD11b (Mac-1), anti-GR1 (8C5), and anti-CD19 (1D3) Abs, obtained
from hybridoma supernatants, and thenwithmagnetic beads coupled to anti-
rat Ig (Dynal Biotech). Purified CD4+ T cells were labeled with biotinylated
anti-CD25 (clone PC61) Ab. Then, CD25+ and CD252 T cells were sepa-
rated using MACS streptavidin MicroBeads (Miltenyi Biotec). CD25+
CD4+ T cells (503 103) and CD252 CD4+ T cells (503 103) were cultured
separately in the presence or absence of recombinant human IL-2 (10 ng/ml)
or recombinant mouse IL-7 (10 ng/ml) (both from R&D Systems).
Calculations
The average number of cell cycles was calculated as follows. First, we
estimated the CFSE dilution factor (f): CFSE mean fluorescence intensity
(MFI) of nondivided cells (cycle 0) divided by CFSE MFI of the entire
CFSE+ cell subset. Then, because the intracellular amount of CFSE is
halved during each cell cycle, the average number of cell cycles (A) was
calculated using the following formula: A = log2(f).
Statistics
Data are expressed as mean 6 SEM, and the significance of differences
between two series of results was assessed using the Student unpaired or
paired t test. The p values ,0.05 were considered significant.
Results
IL-7 alone does not drive homeostatic proliferation of
regulatory CD4+ T cells in response to lymphopenia
Our study was conducted by transferring 53 106CD4+ T cells from
C57BL/6 mice, labeled with CFSE, into lymphopenic C57BL/6
CD3ε2/2 mice lacking or not lacking MHC class II molecule ex-
pression. No cell division was detected for the first 2 d after transfer
(Fig. 1A). Twoweeks later, in both recipients, some recovered cells
had undergone a limited number of divisions, whereas the intra-
cytoplasmic dye had totally disappeared from others. Thus, as
previously described by us and other investigators (13, 16–18), we
confirmed that CD4+ T cells from normal C57BL/6 mice can be
divided into two subsets with respect to their behavior after transfer
into lymphopenic mice. The first subset (CFSE+ CD4+ T cells),
corresponding to the vast majority of transferred CD4+ T cells,
cycles very slowly; this process is called “homeostatic T cell pro-
liferation.” The second subset (CFSE2 CD4+ T cells) is generated
by the strong expansion of a small proportion of injected CD4+
T cells (31). This process is termed “spontaneous proliferation”
(17, 18) and requires interactions with MHC molecules (13).
To study the homeostatic proliferation of conventional and
regulatory CD4+ T cells, we focused on CFSE+ CD4+ T cells. As
previously reported (13), we observed a similar proliferation
pattern of conventional CD4+ T cells (CFSE+ Foxp32 CD4+) in
both recipient mice (Fig. 1A, 1B). This slow and limited prolif-
eration of naive CD4+ T cells is known to result directly from the
greater availability of IL-7 in lymphopenic environments (19, 32,
33). In contrast, although regulatory CD4+ T cells (CFSE+ Foxp3+
CD4+) were able to proliferate even more strongly than were their
conventional CD4+ T cell counterparts after transfer into lym-
phopenic MHC class II-expressing recipient mice, this prolifer-
ating capacity appeared to be strongly compromised in mice
lacking the expression of MHC class II molecules (Fig. 1A, 1B).
Consequently, the proportion of regulatory CD4+ T cells among
CFSE+ CD4+ T cells decreased with time after transfer into
CD3ε2/2 mice lacking the expression of MHC class II molecules
(Fig. 1C), reflecting, in this setting, a progressive dysregulation
of the homeostatic balance between regulatory and conventional
CD4+ T cells.
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Lymphopenia-induced T cell spontaneous proliferation is
thought to strictly depend on interactions with MHC molecules
(13). Accordingly, very few CFSE2 cells were generated at early
time points after transfer into mice lacking MHC class II mole-
cules (Fig. 1A, Supplemental Fig. 1). We showed previously that
these cells are, in fact, responding to MHC class I molecules (13).
Interestingly, these rare cells included, in proportion, less regu-
latory CD4+ T cells than when recipient mice were expressing
MHC class II molecules (Fig. 1D).
Thus, the greater availability of IL-7 found in lymphopenic
environments is not able to induce homeostatic proliferation of
regulatory CD4+ T cells by itself. As proposed by Cozzo et al. (24)
and Hsieh et al. (25), our data suggest that, in contrast with their
conventional CD4+ T cell counterparts, homeostatic T cell pro-
liferation of regulatory CD4+ T cells in response to lymphopenia
requires both IL-7 and TCR signaling.
We then compared the expression level of IL-7Ra (CD127) on
conventional and regulatory CFSE+ CD4+ T cells (Fig. 2). Park
et al. (34) clearly demonstrated that high consumption of IL-7 led
to a marked downregulation of its receptor, CD127. Thus, the
study of CD127 expression on T cells in the course of peripheral
T cell reconstitution may help us to evaluate whether IL-7 is
consumed by these cells. Two days after their transfer into both
CD3ε2/2 and CD3ε2/2 IID/D recipient mice, CD127 expression
was strongly decreased in conventional CD4+ T cells (Fig. 2A).
This downregulation remained stable for 1 mo in MHC class II-
expressing CD3ε2/2 recipient mice, whereas it rapidly returned to
control levels in CD3ε2/2 IID/D recipient mice (Fig. 2B). This
latter result may indicate that TCR signaling boosts IL-7 con-
sumption and subsequent IL-7R downregulation. In contrast, at all
studied time points, CD127 was not downregulated at the cell
surface of regulatory CD4+ T cells in either group of recipient
mice, indicating a weak consumption of IL-7 by these cells.
Taken together, these data suggest that, in contrast to their
conventional CD4+ T cell counterparts, homeostatic proliferation
of the regulatory CD4+ T cell pool in response to lymphopenia is
independent of IL-7.
The extent of both homeostatic and spontaneous proliferations
of regulatory CD4+ T cells in response to lymphopenia
requires IL-2 rather than IL-7
IL-2 was shown to be crucial for regulatory CD4+ T cell ho-
meostasis in the periphery. Moreover, IL-2 allows regulatory
CD4+ T cells to proliferate in vitro in response to anti-CD3 Ab
stimulation. Thus, we decided to compare, in vitro and in vivo, the
effect of IL-2 and IL-7 on the survival and lymphopenia-induced
proliferation of conventional and regulatory CD4+ T cells.
First, to ascertain whether IL-2 and/or IL-7 promote, in vitro, the
survival of conventional and/or regulatory CD4+ T cells, CD252
and CD25+ CD4+ T cell subsets from C57BL/6 mice were cul-
FIGURE 1. Homeostatic proliferation of regulatory CD4+ T cells in response to lymphopenia requires MHC class II molecule expression. CFSE-labeled
LN CD4+ T cells (5 3 106) from C57BL/6 mice were injected i.v. into C57BL/6 CD3ε2/2 mice and C57BL/6 CD3ε2/2MHC IID/D mice. At various times
after transfer, LNs and spleen were recovered and pooled, and single-cell suspensions were prepared. (A) Foxp3/CFSE dot plots of CD4+ CD3+ CD82
T cells from representative recipient mice 2, 14, and 28 d after transfer. Arrows in each dot plot indicate nondivided conventional and Foxp3+ regulatory
CD4+ T cells. (B) Average number of cell cycles undergone by CFSE+ Foxp3+ CD4+ CD3+ CD82 T cells and CFSE+ Foxp32 CD4+ CD3+ CD82 T cells
recovered from C57BL/6 CD3ε2/2 and C57BL/6 CD3ε2/2 MHC IID/D recipient mice at various times after transfer. Results are expressed as means 6
SEM for three independent experiments. (C) Proportion of CFSE+ CD3+ CD4+ CD82 T cells expressing Foxp3 at various times after transfer. Results are
expressed as means6 SEM for three independent experiments. (D) Proportion of CFSE2 CD3+ CD4+ CD82 T cells expressing Foxp3 at various times after
transfer. Results are expressed as means 6 SEM for three independent experiments. **p , 0.01, ***p , 0.001.
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tured separately for 3 d, in the presence or absence of IL-2 or IL-7
(Fig. 3). As shown in Fig. 3A, in the absence of TCR stimulation,
IL-7, but not IL-2, allowed the maintenance of conventional CD4+
T cell numbers. In contrast, we observed that the survival of
regulatory CD4+ T cells in this setting was mainly dependent on
the presence of IL-2. Nevertheless, we found that IL-7 as well
significantly supported the survival of these cells in vitro, although
to a lesser extent than IL-2 (Fig. 3A). Thus, regulatory CD4+
T cells, although they express lower surface levels of CD127 than
conventional CD4+ T cells, could respond to IL-7. In addition, we
verified that the proportion of Foxp3+ CD4+ T cells in the CD25+
CD4+ T cell culture remained stable over time, and that we could
detect only few Foxp3-expressing cells in the CD252 CD4+ T cell
culture (Fig. 3B).
We next investigated the respective role of IL-2 and IL-7 in the
proliferation of regulatory CD4+ T cells observed in MHC class II-
expressing lymphopenic recipient mice. To address this question,
5 3 106 CFSE-labeled CD4+ T cells from C57BL/6 mice were
injected into CD3ε2/2 mice that were treated or not with anti–IL-
7R, anti–IL-2, or both blocking Abs (Fig. 4). Fourteen days after
transfer, homeostatic proliferation of regulatory CD4+ T cells was
clearly reduced in mice treated with anti–IL-2 Ab (Fig. 4A, 4B).
Accordingly, anti–IL-2 Ab treatment resulted in a decrease of the
proportion of regulatory CD4+ T cells among CFSE+ CD4+ T cells
(Fig 4C). In contrast, we observed that administration of anti–IL-
7R Abs preferentially affected the homeostatic proliferation of
conventional CD4+ T cells (Fig. 4A, 4B). Consequently, this latter
treatment resulted in a strong increase in the proportion of regu-
latory CD4+ T cells among CFSE+ CD4+ T cells (Fig. 4C). Anti–
IL-7R Abs have a weak, although significant, effect on the ho-
meostatic proliferation of regulatory CD4+ T cells.
As previously reported by many groups, IL-7 deprivation had
only a modest and nonsignificant effect on lymphopenia-induced
T cell spontaneous proliferation (Fig. 4D). In contrast, IL-2 dep-
rivation resulted in a strong decrease in the proportion of regu-
latory CD4+ T cells among CFSE2 CD4+ T cells. Thus, IL-2
synergizes with TCR signals to increase the magnitude of regu-
latory CD4+ T cell spontaneous proliferation in response to lym-
phopenia.
Altogether, our results strongly suggest that, during immune
reconstitution, the balance between the regulatory and the con-
ventional CD4+ T cell compartments is closely related to IL-2 and
IL-7 levels in vivo.
IL-2 alone is sufficient to drive regulatory T cell homeostatic
proliferation
A total of 5 3 106 CFSE-labeled CD4+ T cells was injected into
CD3ε2/2 IID/D mice treated or not with IL-2/anti–IL-2 complexes
(35). Untreated MHC II-expressing CD3ε2/2 recipient mice were
also studied in parallel (Fig. 5). Proliferation of transferred CD4+
T cells was analyzed 14 d after transfer. Administration of IL-2–
FIGURE 2. CD127 expression on conventional and regulatory CD4+
T cells undergoing homeostatic proliferation in response to lymphopenia.
CFSE-labeled LN CD4+ T cells (5 3 106) from C57BL/6 mice were
injected i.v. into C57BL/6 CD3ε2/2 mice and C57BL/6 CD3ε2/2 MHC
IID/D mice. At various times after transfer, LNs and spleen were recovered
and pooled, and single-cell suspensions were prepared. (A) CD127 fluo-
rescence graphs (filled graphs) of CFSE+ Foxp3+ CD4+ CD3+ CD82
T cells and CFSE+ Foxp32 CD4+ CD3+ CD82 T cells recovered 2 d after
transfer. CD127 fluorescence graphs of CD4+ T cells from control C57BL/6
mice are also shown. The open graphs represent isotype-stained cells.
Number in each graph represents CD127 MFI. (B) CD127 expression of the
indicated transferred cells at various times after transfer. Results are
expressed as MFI index (CD127 MFI of the indicated recovered CD4+
T cells/CD127 MFI of conventional CD4+ T cells [Foxp32] from control
C57BL/6 mice 3 100). The dashed line represents the MFI index of
Foxp32 (left panel) and Foxp3+ (right panel) CD4+ T cells from control
C57BL/6 mice. Results are expressed as means 6 SEM for two indepen-
dent experiments with at least three mice per group and per day.
FIGURE 3. In vitro survival of regulatory CD4+ T cells depends mainly
on IL-2 in the absence of TCR stimulation. Purified LN CD252 and CD25+
CD4+ T cells from C57BL/6 mice were cultured separately for 3 d with
medium alone or in the presence of IL-2 or IL-7. (A) Absolute numbers of
recovered CD4+ T cells 1, 2, and 3 d after the onset of culture. (B) Pro-
portion of CD4+ T cells expressing Foxp3 1, 2, and 3 d after the onset of
culture. Black-, gray-, and white-filled symbols represent individual
experiments. *p , 0.05, **p , 0.01.
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agonist complexes partially restored the homeostatic proliferation
of regulatory CD4+ T cells injected into lymphopenic mice
lacking expression of MHC class II molecules, whereas the ho-
meostatic proliferation of conventional CD4+ T cells remained
unchanged (Fig. 5A). More precisely, we observed a 6-fold in-
crease in the average number of divisions of regulatory CD4+
T cells when CD3ε2/2 IID/D mice were treated with IL-2/anti–IL-2
complexes (Fig. 5B). Consequently, this treatment resulted in a
significant increase in the proportion of regulatory CD4+ T cells
among CFSE+ CD4+ T cells (Fig 5C). Thus, ILs are able to drive
the homeostatic proliferation of both conventional and regulatory
CD4+ T cells independently of TCR signaling. However, although
the homeostatic proliferation of conventional CD4+ T cells is
closely related to IL-7 levels, the proliferation of regulatory CD4+
T cells appears to be primarily controlled by IL-2.
As noted above (Fig. 1), in the absence of MHC class II mol-
ecules, very few regulatory T cells were contained within CFSE2
CD4+ T cells recovered from the periphery of recipient mice
14 d after transfer. IL-2 treatment led to a significant increase in
the proportion (Fig. 5D) and absolute number (Supplemental Fig.
2) of regulatory T cells among CFSE2 CD4+ T cells, confirming
that IL-2 plays a role in the extent of regulatory CD4+ T cell
spontaneous expansion in response to lymphopenia.
Regulatory CD4+ T cells receive help from conventional CD4+
T cells to undergo homeostatic proliferation in response to
lymphopenia
Because we noticed that IL-2 was a crucial factor in driving the
homeostatic proliferation of regulatory CD4+ T cells in response
to lymphopenia, we speculated that such a process requires assis-
tance from conventional T cells. To address this hypothesis di-
rectly, 1 3 106 FACS-sorted, regulatory CD4+ T cells from
C57BL/6 Foxp3-GFP CD45.2 mice, labeled with CellTrace violet
(CTv), were injected alone or with 5 3 106 conventional CD4+
T cells from C57BL/6 CD45.1 mice into CD45.1 CD3ε2/2 mice.
Proliferation of transferred regulatory CD45.2+ GFP+ CD4+
T cells was analyzed 14 d after transfer (Fig. 6). When injected
alone, regulatory CD4+ T cells underwent homeostatic prolifera-
tion. This proliferation required MHC class II molecule expression
and was strongly decreased by IL-2 deprivation (Fig. 6A, 6B).
Interestingly, spontaneous proliferation of regulatory CD4+ T cells
in response to lymphopenia was completely abolished in the ab-
sence of MHC class II molecule expression. As described by
Duarte et al. (36), when injected alone, some regulatory CD4+
T cells lost Foxp3 expression and underwent spontaneous prolif-
eration in response to lymphopenia that induced CTv complete
dilution and their accumulation as CTv2 GFP2 CD45.2+ CD4+
T cells. These converted cells may provide the IL-2 required for
the homeostatic proliferation of regulatory CD4+ T cells. Inter-
estingly, regulatory CD4+ T cell homeostatic proliferation was
significantly increased when regulatory CD4+ T cells were coin-
jected with conventional T cells (Fig. 6C, 6D). Thus, the presence
of conventional T cells at the moment of the transfer significantly
increased the extent of regulatory T cell homeostatic proliferation,
strongly suggesting that conventional CD4+ T cells are providing
the resources (IL-2) required for this process.
Discussion
Several situations lead to T cell lymphopenia, such as chemo-
therapy, radiotherapy, and viral infections. In the last decade,
FIGURE 4. Homeostatic proliferation of regulatory CD4+ T cells in response to lymphopenia relies mainly on IL-2. CFSE-labeled LN CD4+ T cells (53
106) from C57BL/6 mice were injected i.v. into lymphopenic C57BL/6 CD3ε2/2 mice treated or not with anti–IL-2, anti–IL-7Ra, or both blocking Abs.
Fourteen days after transfer, LNs and spleen were recovered and pooled, and single-cell suspensions were prepared. (A) Foxp3/CFSE dot plots of CD4+
CD3+ CD82 T cells from representative recipient mice 14 d after transfer. (B) Average number of cell cycles of CFSE+ Foxp32 CD4+ CD3+ CD82 T cells
and CFSE+ Foxp3+ CD4+ CD3+ CD82 T cells 14 d after transfer. Results are shown as means 6 SEM for three independent experiments. (C) Proportion of
recovered CFSE+ CD3+ CD4+ T cells expressing Foxp3 14 d after transfer. Results are shown as means 6 SEM for two independent experiments with at
least three mice/group. (D) Proportion of recovered CFSE2 CD3+ CD4+ T cells expressing Foxp3 14 d after transfer. Results are shown as means 6 SEM
for two independent experiments with at least three mice/group. *p , 0.05, **p , 0.01, ***p , 0.001.
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several groups, including our own, have tried to decipher the
mechanisms that could help to replenish the peripheral T cell pool
after a lymphopenic episode. On one hand, it was shown that the bulk
of naive T cells proliferate slowly in response to lymphopenia. Such
a process has been termed “homeostatic proliferation,” and it relies
on both TCR signaling and the greater availability of IL-7 found in
lymphopenic environments (13, 37, 38); these are the two main
factors ensuring naive T cell survival in a nonlymphopenic envi-
ronment (10). On the other hand, in the case of profound lympho-
penia, some naive CD4+ T cells are able to proliferate and expand
strongly, a process known as spontaneous proliferation, which relies
primarily on interactions with MHC class II molecules (18, 31).
FIGURE 5. IL-2 is able to induce
the proliferation of regulatory CD4+
T cells independently of self-recogni-
tion. CFSE-labeled LN CD4+ T cells
(5 3 106) from C57BL/6 mice were
injected into C57BL/6 CD3ε2/2mice
and C57BL/6 CD3ε2/- IID/D mice
treated or not treated with IL-2/anti–
IL-2 complexes. Fourteen days after
transfer, LNs and spleen were recov-
ered and pooled, and single-cell sus-
pensions were prepared. (A) Foxp3/
CFSE dot plots of CD4+ CD3+ CD82
T cells recovered from representative
recipient mice 14 d after transfer. (B)
Average number of cell cycles of
CFSE+ Foxp3+ CD4+ CD3+ CD82
T cells and CFSE+ Foxp32 CD4+
CD3+CD82T cells 14 d after transfer.
(C) Proportion of CFSE+ CD3+ CD4+
CD82 T cells expressing Foxp3. Re-
sults are shown as means 6 SEM for
two independent experiments with at
least three mice/group. (D) Proportion
of CFSE2 CD3+ CD4+ CD82 T cells
expressing Foxp3. Results are shown
as means 6 SEM for two indepen-
dent experiments with at least three
mice/group. *p , 0.05, **p , 0.01,
***p , 0.001.
FIGURE 6. Regulatory CD4+ T cells need help from conventional CD4+ T cells to undergo homeostatic proliferation in response to lymphopenia. A total
of 1 3 106 Foxp3-GFP+ CD4+ T cells from the LNs of C57BL/6 Foxp3-GFP mice was FACS sorted, labeled with CTv, and injected i.v. into lymphopenic
C57BL/6 CD3ε2/2 IID/D mice and C57BL/6 CD3ε2/2 mice treated or not treated with IL-2–anti-blocking Abs. (A) Foxp3-GFP/CTv dot plots of CD4+
CD3+ CD82 T cells recovered from representative recipient mice 14 d after transfer. (B) Average number of cell cycles of recovered CTv+ Foxp3-GFP+
CD4+ CD3+ CD82 T cells, 14 d after transfer. Results are shown as means 6 SEM for two independent experiments with at least three mice/group. A total
of 1 3 106 Foxp3-GFP+ CD4+ T cells from the LNs of C57BL/6 Foxp3-GFP CD45.2 mice was FACS sorted, labeled with CTv, and injected i.v. alone or
with 5 3 106 CD252 CD4+ T cells from normal C57BL/6 CD45.1 mice into lymphopenic CD45.1 C57BL/6 CD3ε2/2 mice. Fourteen days after transfer,
LNs and spleen were recovered and pooled, and single-cell suspensions were prepared. (C) Foxp3-GFP/CTv dot plots of CD45.2+ CD4+ CD3+ CD82
T cells recovered from representative recipient mice 14 d after transfer. (D) Average number of cell cycles of recovered CTv+ Foxp3-GFP+ CD45.2+ CD4+
CD3+ CD82 T cells 14 d after transfer. Results are shown as means 6 SEM for two independent experiments with at least three mice/group. **p , 0.01,
***p , 0.001.
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In contrast, little is known about the factors mediating the
proliferation of regulatory CD4+ T cells in response to lympho-
penia. We show that IL-7 is not involved in the spontaneous
proliferation of both regulatory and conventional CD4+ T cells in
response to lymphopenia. Furthermore, although IL-7 is crucial
for naive CD4+ T cell homeostatic proliferation in response to
lymphopenia, it has minimal impact on the homeostatic prolifer-
ation of regulatory CD4+ T cells. These results agree with previ-
ous data showing that the maintenance of the regulatory CD4+
T cell pool in the periphery does not require IL-7 (39). Never-
theless, as shown by us (Fig. 3) and other investigators (40), IL-7
is able to significantly increase regulatory CD4+ T cell survival
in vitro. Thus, although regulatory CD4+ T cells express very low
surface levels of IL-7R, they are still able to integrate IL-7–me-
diated signals. However, the concentrations of IL-7 used in in vitro
assays (10–50 ng/ml) are higher than the concentrations reached,
in vivo, in a lymphopenic environment [∼50 pg/ml in the serum
of T cell-deficient mice (19)]. Interestingly, after injection into
lymphopenic recipient mice expressing or not expressing MHC
class II molecules, IL-7R surface levels on conventional CD4+
T cells decreased to the levels observed on regulatory CD4+
T cells but not to lower levels. Altogether, our results suggest that
IL-7R expression on regulatory CD4+ T cells may be too low to
enable them to respond to the IL-7 levels reached in a lympho-
penic environment. In line with this hypothesis, it was shown that
regulatory CD4+ T cells are able to proliferate in vivo in response
to the high levels of IL-7 reached in IL-7–transgenic mice or in
mice injected with high concentrations of exogenous IL-7/anti–
IL-7 complexes (41, 42).
The data presented in this article demonstrate that IL-2, a key
cytokine for the development of regulatory CD4+ T cells in the
thymus and their homeostasis in the periphery, is also crucial to
drive their proliferation in response to lymphopenia. More pre-
cisely, the extent of both spontaneous and homeostatic prolifera-
tion of regulatory CD4+ T cells in response to lymphopenia is
strongly diminished by blocking IL-2 through injection of anti–IL-
2 Abs. Such a conclusion may seem contradictory to previous data
showing that IL-2 neutralization does not affect the lymphopenia-
induced proliferation of regulatory CD4+ T cells (20). However, in
this study, the investigators injected few CD4+ T cells (33 105) into
lymphopenic recipients and analyzed their proliferation quite soon
after transfer (4 d). In fact, they were only studying lymphopenia-
induced spontaneous proliferation of regulatory T cells (homeo-
static proliferation has not started after only 4 d) and, with such
a protocol, the T cell compartment was far from being replenished
at that time point. In the current study, by injecting 5 3 106 CD4+
T cells, reconstitution was already completed 1 wk after transfer
(Supplemental Fig. 1), and we studied the effect of IL-2 neutrali-
zation 1 wk later (Fig. 4). It may be that IL-2 plays a role in in-
creasing regulatory T cell half-life once the T cell compartment has
been filled, thus allowing their accumulation with time rather than
being required for the proliferation process itself. Such a hypothesis
fits with our previous study suggesting that IL-2 is not absolutely
required for regulatory T cell spontaneous proliferation in response
to lymphopenia (31), as well as with previous data demonstrating
that, after reconstitution of the peripheral T cell pool, the number of
regulatory T cells is indexed to the number of IL-2–producing cells
(43, 44).
Cozzo et al. (24) and Hsieh et al. (25), using TCR-transgenic
regulatory CD4+ T cells, proposed that self-peptides drive the
proliferation of regulatory CD4+ T cells in response to lympho-
penia. Our data showing that regulatory T cells do not undergo
homeostatic proliferation after transfer into T cell-deficient mice
lacking the expression of MHC class II molecules support such
a conclusion. However, as proposed by Carneiro et al. (45), our
data may reflect, in part, an indirect role for interactions with
MHC class II molecules. Indeed, such interactions could also be
required to allow conventional CD4+ T cells to produce IL-2 that,
in turn, drives the homeostatic proliferation of regulatory CD4+
T cells. Accordingly, our data strongly suggest that regulatory
CD4+ T cells receive help from conventional CD4+ T cells to
undergo homeostatic proliferation in response to lymphopenia.
Moreover, IL-2 is able to drive regulatory CD4+ T cell homeo-
static proliferation independently of interactions with MHC class
II molecules. Indeed, injection of IL-2–agonist complexes par-
tially restores the homeostatic proliferation of regulatory CD4+
T cells transferred into recipient mice deficient for the expression
of MHC class II molecules. Thus, interactions with MHC class II
molecules are required for the bulk of regulatory T cells to pro-
liferate slowly in response to lymphopenia; however, it is difficult
to determine whether such interactions act directly by stimulating
regulatory T cells, indirectly by promoting IL-2 production by
conventional T cells, or both.
Altogether, our data suggest that, although the homeostatic
proliferation of conventional CD4+ T cells in response to lym-
phopenia is closely related to IL-7 levels, both the homeostatic
and spontaneous proliferation of regulatory CD4+ T cells appear
to be primarily controlled by IL-2. Accordingly, IL-2 therapy in
lymphopenic patients leads to increases in regulatory-like CD4
T cell counts at the expense of the conventional T cell compart-
ment, leading to altered responses to pathogens (46–48). Con-
versely, administration of IL-7 in humans induces expansion of
naive and memory T cell subsets (49–51) and, in some clinical
trials, a relative decrease in the percentage of regulatory CD4+
T cells was observed (52). Thus, on one hand, the capacity of IL-7
to augment conventional T cell proliferation with minimal con-
comitant regulatory T cell expansion may be clinically exploitable
in the treatment of patients with lymphopenia, especially in the
case of chronic viral diseases (53) or cancer immunotherapy (54).
On the other hand, increased systemic IL-7 levels during lym-
phopenia may lead to an imbalance between the conventional and
regulatory T cell compartments at the expense of regulatory
T cells and may exacerbate deleterious immune reactions, such as
graft-versus-host disease (55) or autoimmunity (56–58).
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Upon activation, naive CD4 T cells differentiate into a variety of T-helper-cell subsets
characterized by different cytokine production and functions. Currently, lineage commitment
is considered to depend mostly on the environmental context to which naive CD4 T cells are
exposed. Here we challenge this model based on the supposed homogeneity of the naive
CD4 T-cell compartment. We show that peripheral naive CD4 T cells can be subdivided into
two subsets according to Ly-6C expression. Furthermore, the two newly defined subsets
(Ly-6Cÿ and Ly-6Cþ naive CD4 Tcells) are not equal in their intrinsic ability to commit into
the induced regulatory T-cell lineage. Finally, phenotypic analysis, imaging and adoptive
transfer experiments reveal that Ly-6C expression is modulated by self-recognition, allowing
the dichotomization of the naive CD4 T-cell compartment into two cell subsets with distinct
self-reactivity. Altogether, our results show that naive CD4 Tcells with the highest avidity for
self are prone to differentiate into regulatory T cells.
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I
n normal young adult mice, the peripheral CD4 T-cell
compartment is composed of almost 80% naive T cells. The
remaining 20% are distributed between regulatory and
effector/memory-phenotype CD4 T cells. Following activation
by antigen-presenting cells (APCs) in the periphery, naive CD4 T
(CD4 TN) cells can differentiate into a variety of well-documented
T-helper (TH) cell subsets, such as TH1, TH2, TH17 or induced
regulatory T (iTreg) cells, characterized by their cytokine-
production profiles and specific effector functions. For instance,
TH1 cells are characterized by their production of interferon
(IFN)-g, a potent activator of cell-mediated immunity1,2. TH2
cells are characterized by production of interleukin (IL)-4, IL-5
and IL-13, which are potent activators of B-cell immunoglobulin
production1,2. In addition, TH17 cells are characterized by
IL-17A, IL-17F and IL-22 secretion and are described to have
an important role in anti-microbial responses3,4. Finally, iTreg
cells produce transforming growth factor-b (TGF-b) and share
phenotypic and functional characteristics with natural regulatory
T cells that have a crucial role in maintaining peripheral self-
tolerance5. Identification of T-bet, GATA-3, RORgt/RORa and
Foxp3 as lineage-defining transcription factors solidified the
categorization into TH1, TH2, TH17 and iTreg effector cell
subsets6–10. Additional TH cell subsets have also been described,
such as IL-10 producing type 1 regulatory T cells11, IL-9
producing TH9 cells
12 or TFH cells
13.
Lineage commitment leads to a broad diversity of effector cell
functions and is considered to depend mostly on the immuno-
logical context in which CD4 TN cells are immersed at the time of
their activation. Indeed, the differentiation fate appears pre-
dominantly governed by extrinsic factors such as cytokines or
environmental cues. Specifically, in vitro culture assays and
in vivo models have been used to establish that IL-12, IL-4, TGF-
b alone or TGF-b in combination with pro-inflammatory
cytokines, such as IL-6, are crucially required for TH1, TH2,
iTreg or TH17-cell differentiation, respectively
14–18. This
commonly accepted model implicitly posits that the CD4 TN
cells on which the various cytokines act constitute an homo-
geneous population of cells. However, intrinsic heterogeneity
within the CD4 TN-cell pool such as TCR affinity for antigen
or sensitivity to co-stimulatory signals and cytokines should be
taken into account when considering, in vivo, CD4 TN-cell
differentiation19.
In light of these considerations, we decided to study whether
intrinsic properties of CD4 TN cells, in association with the
cytokine environment in which they are immersed, could
contribute to helper CD4 T-cell commitment. Here we show
that peripheral CD4 TN cells can be subdivided into two subsets
according to Ly-6C expression. These two newly defined subsets
are not equal in their intrinsic ability to commit into the iTreg-
cell lineage with Ly-6Cÿ CD4 TN cells differentiating more
efficiently into iTreg cells than their Ly-6Cþ -cell counterparts
both in vivo and in vitro.
Results
Heterogeneity of Ly-6C expression in CD4 TN cells. Throughout
this study, CD4 TN lymphocytes were defined as Foxp3
ÿ CD25ÿ
CD44ÿ /lo CD4þ CD8aÿ TCRbþ cells (Supplementary
Fig. S1a). Although the CD4 TN-cell compartment is commonly
considered as homogenous, we observed, as previously descri-
bed20,21, that CD4 TN cells from the secondary lymphoid organs
of C57BL/6 mice (peripheral lymph node (pLN) and mesenteric
lymph node (mLN) and spleen) can be subdivided into two
subsets according to Ly-6C expression (Fig. 1a,b). This applied
also to CD4 TN cells from bone marrow (BM), Peyer’s patches,
blood and peritoneal cavity. Although the proportion of CD4
TN cells varied greatly between these organs, in all of them, about
two-thirds of CD4 TN cells expressed Ly-6C (Supplementary Fig.
S1b). In contrast, Ly-6Cþ CD4 TN cells were almost completely
absent in the thymus.
Both Ly-6Cÿ and Ly-6Cþ CD4 TN cells from pLNs exhibited
a true naive phenotype illustrated by their high expression of
CD45RB, CD62L and CD127 and their lack of expression of
CD69 (Fig. 1c). Consistent with their naive phenotype, both
TN-cell subsets were not able to produce IL-2, IL-4, IL-10, IL-17
or IFN-g in response to stimulation (Fig. 1d). By contrast,
memory-phenotype CD4 T cells (CD4 Tmem cells) produced all
of these cytokines and, as expected, regulatory CD4 T cells (CD4
Treg cells) synthesized IL-10. Finally, we observed that a similar
proportion of Ly-6Cÿ and Ly-6Cþ CD4 TN cells produced
TNF-a. Therefore, Ly-6C expression divides the peripheral CD4
TN-cell compartment into two subsets.
Pathogenicity of Ly-6Cÿ and Ly-6Cþ CD4 TN cells. To test
whether the phenotypic heterogeneity of the CD4 TN-cell com-
partment might reveal differential expansion/differentiation
potentials, highly purified Ly-6Cÿ or Ly-6Cþ CD4 TN cells
were transferred into T-cell-deficient recipients (Fig. 2a,
Supplementary Fig. S2). T-cell compromised animals injected with
CD4 TN cells are known to rapidly develop inflammatory bowel
disease (IBD)22,23. Interestingly, mice injected with Ly-6Cÿ CD4
TN cells developed with time a more severe wasting disease than
those injected with Ly-6Cþ CD4 TN cells (Fig. 2b). This
correlated with higher histological colitis scores (determined 7
weeks after transfer by examination of colon sections) when mice
were injected with Ly-6Cÿ CD4 TN cells (Fig. 2c). Surprisingly,
contrasting with clinical observations, Ly-6Cÿ CD4 TN cells
expanded to a lesser extent than their Ly-6Cþ -cell counterparts
when transferred into T-cell-deficient recipients (Fig. 2d).
Differences were not only quantitative as, in all studied
secondary lymphoid organs, Ly-6Cÿ CD4 TN cells gave rise to
greater proportions and absolute numbers of iTreg cells as
compared with Ly-6Cþ CD4 TN cells (Fig. 2e, Supplementary Fig.
S3). In addition, although Ly-6Cþ CD4 TN-cell transfer led to
higher proportions and absolute numbers of IFNg-producing CD4
T cells in secondary lymphoid organs, the differentiation of Ly-
6Cÿ CD4 TN cells resulted in greater proportions and absolute
numbers of newly generated IL-17þ CD4 T cells (Fig. 2f,
Supplementary Fig. S3). Interestingly, the proportion of IL-17þ
CD4 T cells was tightly correlated with the proportion of newly
generated iTreg cells (Fig. 2g). These latter results suggest that, in the
IBD experimental model, iTreg-cell generation promotes TH17 CD4
T-cell development as recently suggested in other settings24,25.
iTreg cells promote TH17 differentiation in an IBD model. We
then performed co-transfer experiments in which Ly-6Cÿ CD4
TN cells from CD45.2 mice were co-injected with Ly-6C
þ CD4
TN cells from CD45.1 mice into T-cell-deficient recipients
(Fig. 3a). T-cell-deficient mice injected with Ly-6Cÿ or Ly-6Cþ
CD4 TN cells alone were used in parallel as control mice
(Supplementary Fig. S4a).
Mice co-injected with both Ly-6Cÿ and Ly-6Cþ CD4 TN cells
developed a wasting disease and colitis as severe as mice injected
with Ly-6Cÿ CD4 TN cells alone (Supplementary Fig. S4b,c).
When both cell subsets were injected together, Ly-6Cÿ CD4
TN cells still gave rise to a higher proportion of newly differ-
entiated iTreg cells than their Ly-6Cþ -cell counterparts (Fig. 3b).
By contrast, in all secondary lymphoid organs studied, neither
expansion nor TH17/TH1 differentiation appeared significantly
different between both transferred cell subsets (Fig. 3b,c). More
precisely, when injected together, Ly-6Cÿ and Ly-6Cþ CD4
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TN cells gave rise to proportions of IL-17
þ among CD4 T cells
similar to those observed when Ly-6Cÿ CD4 TN cells were
injected alone (Supplementary Fig. S5). We then analysed, in this
setting, the correlations between the ability of Ly-6Cÿ CD4
TN cells to differentiate into iTreg cells and the capacity of
co-injected Ly-6Cÿ and Ly-6Cþ CD4 TN cells to give rise to
IL-17-producing CD4 T cells (Supplementary Fig. S6). Interest-
ingly, the proportion of IL-17-producing CD4 T cells arising
from initially injected Ly-6Cÿ (CD45.2) and Ly-6Cþ (CD45.1)
CD4 TN cells similarly correlated with the percentage of iTreg
cells generated from CD45.2þ Ly-6Cÿ CD4 TN cells. These
results agreed with our hypothesis that newly differentiated iTreg
cells would favour TH17-cell differentiation. Finally, we con-
ducted iTreg-cell-depletion experiments. Ly-6Cÿ CD4 TN cells
from DEREG mice26 were injected into T-cell-deficient recipients
treated or not with diphtheria toxin (DT) twice a week (Fig. 3d).
As expected, DT efficiently depleted iTreg cells (Supplementary
Fig. S7a,b). More interestingly, DT treatment resulted in the
reduction of the severity of the wasting disease (Fig. 3e) correlated
with a significant decrease of the histological colitis score
(Supplementary Fig. S7c). Depletion of iTreg cells also led to a
strong inhibition of TH17-cell development (Fig. 3f). Taken
together, our data strongly suggest that, in our experimental
model, iTreg-cell differentiation promotes TH17-cell generation.
Efficient Ly-6C- CD4 TN-cell polarization into iTreg cells.
Ly-6Cÿ CD4 TN cells were more efficient in differentiating into
iTreg cells than Ly-6Cþ CD4 TN cells in vivo when transferred
into a lymphopenic environment. To further assess whether this
characteristic feature was an intrinsic property of Ly-6Cÿ CD4
TN cells, we performed iTreg-cell polarization assays in vitro.
Purified Ly-6Cÿ or Ly-6Cþ CD4 TN cells were stimulated with
anti-CD3- and anti-CD28-coated antibodies (Abs) in the pre-
sence of graded doses of TGFb. Although they expressed similar
amounts of the TGFb receptors I and II (Supplementary Fig. S8),
Ly-6Cÿ CD4 TN cells gave rise to a twofold higher proportion of
iTreg cells than Ly-6Cþ CD4 TN cells did for suboptimal doses of
exogenous TGFb (Fig. 4a). Differences were quantitative rather
than qualitative, as iTregs cells generated from both Ly-6Cÿ and
Ly-6Cþ CD4 TN cells displayed similar suppressive capacities
(Fig. 4b). Two groups have recently described that suboptimal
activation of CD4 TN cells in the absence of exogenous TGFb led
to their conversion into iTreg cells27,28. In this setting, a more
efficient conversion was also observed in Ly-6Cÿ CD4 TN-cell
cultures (Supplementary Fig. S9).
We then compared the capacity of Ly-6Cÿ and Ly-6Cþ CD4
TN cells to polarize into TH1 and TH17 cells in vitro (Fig. 4c,d). In
response to low doses of TGFb in the presence of IL-6, Ly-6Cÿ
and Ly-6Cþ CD4 TN cells gave rise to similar proportions of TH17
cells. However, for high doses of TGFb, Ly-6Cÿ CD4
TN cells differentiated less efficiently into TH17 cells than their
Ly-6Cþ -cell counterparts (Fig. 4c). This decreased ability of
Ly-6Cÿ CD4 TN cells to generate TH17 cells in response to high
doses of TGFb may derive from the fact that part of them




































CD69 CD45RB CD62L CD127
CD4
Tmem
CD4 Tmem CD4 Treg Ly-6C– CD4 TN Ly-6C+ CD4 TN




























































Figure 1 | CD4 TN cells can be subdivided into two subsets on the basis of Ly-6C molecule expression. (a) Ly-6C fluorescence histograms of CD4
TN cells (CD4
þ CD8aÿ TCRbþ Foxp3ÿ CD25ÿ CD44ÿ /lo T cells) recovered from pLNs, mLNs, spleen (Spl) and thymus (Thy) are shown for a
representative C57BL/6 Foxp3-GFP mouse. Numbers in each histogram represent the percentage of Ly-6Cþ cells among CD4 TN cells. (b) The
proportions of Ly-6Cÿ and Ly-6Cþ cells among CD4 TN cells recovered from the thymus, BM, peritoneal lavage fluid (PLF), blood, Peyer’s patches (PP),
spleen, mLNs and pLNs of C57BL/6 mice were calculated. Results are shown as means±s.e.m. for six mice from two independent experiments. (c) CD69,
CD45RB, CD62L and CD127 fluorescence histograms of pLN Ly-6Cÿ CD4 TN cells, Ly-6C
þ CD4 TN cells, regulatory CD4 T cells (CD4 Treg defined as
Foxp3þ CD4þ CD8aÿ TCRbþ ) and memory CD4 T cells (CD4 Tmem defined as Foxp3ÿ CD44hi CD4þ CD8aÿ TCRbþ cells) are shown for a
representative C57BL/6 Foxp3-GFP mouse. The histograms are representative of at least six mice from three individual experiments. (d) The proportions of
IL-2, IL-4, IL-10, IL-17, IFN-g or TNF-a producing cells among memory, regulatory, Ly-6Cÿ and naive Ly-6Cþ CD4 TN cells recovered from pLNs of C57BL/6
Foxp3-GFP mice were estimated after a pulse stimulation with phorbol myristate acetate and ionomycin. Results are shown as means±s.e.m. for six mice
from two independent experiments.
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presence of IL-6. CD4 TN-cell polarization into TH1 cells did not
differ whether or not cells were initially expressing Ly-6C (Fig. 4d).
Taken together, our data strongly suggest that Ly-6Cÿ CD4 TN
cells have an intrinsic higher capacity to differentiate into iTreg
cells than their Ly-6Cþ -cell counterparts, whereas both subsets
differentiate with a similar efficiency into TH1 and TH17 cells.
Ly-6C expression is acquired in the periphery. We then decided
to determine where and when Ly-6C expression was acquired by
CD4 TN cells. To follow thymic output and specifically identify
recent thymic emigrants in secondary lymphoid organs, we used
recombination-activating gene 2 promoter (RAG2p)-green
fluorescent protein (GFP) transgenic mice, in which GFP
expression is driven by the RAG2p. The transgene generates a
bright GFP signal during thymic differentiation that remains
detectable in the periphery throughout the first few days after
their migration29. Although most CD4 TN single-positive
thymocytes were Ly-6Cÿ , about 40% of CD4 TN recent thymic
emigrants (GFPhi) in LNs already expressed Ly-6C molecule,
suggesting that the acquisition of Ly-6C expression by CD4 TN











































































































































































Figure 2 | Differential pathogenicity of Ly-6Cÿ and Ly-6Cþ CD4 TN cells after transfer into T-cell-deficient recipients. 0.5 10
6 flow-cytometry-
sorted Ly-6Cÿ or Ly-6Cþ CD4 TN cells from C57BL/6 Foxp3-GFP mice were injected intravenously into C57BL/6 CD3e
ÿ /ÿ mice. Seven weeks after
transfer, pLNs, mLNs and spleen were recovered separately. (a) Diagram illustrating the experimental model. (b) Body weight of recipient mice was
monitored up to 7 weeks post transfer, and percentages of initial body weight were calculated and plotted. (c) Colitis scores of recipient mice were
assessed 7 weeks after transfer. (d) Absolute numbers of CD4 T cells recovered from pLNs, mLNs and spleen of recipient mice. (e) Foxp3-GFP/CD4 dot-
plots for gated CD4þ CD8aÿ CD3þ Tcells recovered from pLNs of representative recipient mice and proportion of Foxp3þ cells among CD4þ CD8aÿ
CD3þ T cells recovered from pLNs, mLNs and spleen of recipient mice. (f) IL-17/IFNg dot-plots for gated CD4þ CD8aÿ CD3þ T cells recovered from
pLNs of representative recipient mice and proportion of IL-17- and IFNg-producing CD4þ CD8aÿ CD3þ Tcells recovered from pLNs, mLNs and spleen of
recipient mice. (g) Correlation between the proportion of Foxp3-expressing and IL-17-producing cells among CD4þ CD8aÿ CD3þ Tcells recovered from
pLNs, mLNs and spleen of recipient mice. (b–c) Results are shown as means±s.e.m. for at least six mice per group per experiment, from four independent
experiments. (d–g) Each dot represents an individual mouse. (b–f) Significance of differences between two series of results was assessed using a two-tailed
unpaired Student’s t-test. (g) Correlation analyses were performed using Pearson’s correlation test. Values of Po0.05 were considered as statistically
significant (*Po0.05; **Po0.01; and ***Po0.001).
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Figure 3 | Newly generated iTreg cells promote TH17-cell differentiation after CD4 TN-cell transfer into T-cell-deficient recipients. (a–c) Ly-6C
ÿ CD4
TN cells (0.25 10
6) from C57BL/6 Foxp3-GFP CD45.2 mice were injected intravenously (i.v.) into C57BL/6 CD3eÿ /ÿ mice together with 0.25 106
Ly-6Cþ CD4 TN cells from C57BL/6 Foxp3-GFP CD45.1 mice. Seven weeks after transfer, pLNs, mLNs and spleen were recovered separately and analysed.
(a) Diagram illustrating the experimental model. (b) Proportions of CD45.1þ or CD45.2þ CD4 T cells expressing Foxp3 or producing IL-17 or IFNg
recovered from pLNs, mLNs and spleen of recipient mice. (c) Absolute numbers of CD45.1þ or CD45.2þ CD4 T cells recovered from pLNs, mLNs and
spleen of recipient mice. (d–f) Ly-6Cÿ CD4 TN cells (0.5 10
6) from DEREG mice were injected i.v. into C57BL/6 CD3eÿ /ÿ mice treated or not twice a
week with DT. (d) Diagram illustrating the experimental model. (e) Body weight of recipient mice was monitored up to 8 weeks post transfer, and
percentages of initial body weight were calculated and plotted. (f) Proportions of IL-17-producing CD4þ CD8aÿ CD3þ Tcells recovered from pLNs, mLNs
and spleen of recipient mice. (b,c,f) Each dot represents an individual mouse. (e,f) Results are shown as means±s.e.m. for two independent experiments.
Significance of differences between two series of results was assessed using a two-tailed paired (b,c) or unpaired (e,f) Student’s t-test. Values of Po0.05
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Figure 4 | Ly-6Cÿ CD4 TN cells differentiate more efficiently into iTreg cells than Ly-6C
þ CD4 TN cells in vitro. (a) Purified LN Ly-6C
ÿ or Ly-6Cþ CD4
TN cells from C57BL/6 Foxp3-GFP mice were stimulated for 4 days with coated anti-CD3 and anti-CD28 Abs in the presence of graded concentrations of
TGFb1. Representative Foxp3-GFP/CD4 dot-plots for gated CD4 T cells and the proportion of Foxp3þ cells among CD4 T cells are shown as a function of
TGFb1 concentration. (b) Purified Ly-6Cÿ or Ly-6Cþ CD4 TN cells were stimulated for 3 days with coated anti-CD3 and anti-CD28 Abs in the presence of
1 ngmlÿ 1 of TGFb1 and then let to rest for 3 more days in the presence of IL-2 (13 ngmlÿ 1). GFP-expressing cells were then sorted using flow cytometry, and
their suppressive abilities to inhibit the proliferation of Cell Trace Violet-labelled conventional CD4 Tcells (LN GFPÿ CD4 Tcells from C57BL/6 Foxp3-GFP
mice) in response to anti-CD3 Abs in the presence of APCs were tested. (c) Ly-6Cÿ or Ly-6Cþ CD4 TN cells from C57BL/6 Foxp3-GFP mice were
stimulated for 4 days with coated anti-CD3 and anti-CD28 Abs in the presence of IL-6 (20ngmlÿ 1) and graded concentrations of TGFb1. Representative
IL-17/Foxp3 dot-plots for gated CD4 Tcells, the proportion of IL-17-producing CD4 Tcells and the proportion of Foxp3þ cells among CD4 Tcells are shown
as a function of TGFb1 concentration. (d) Ly-6Cÿ or Ly-6Cþ CD4 TN cells from C57BL/6 Foxp3-GFP mice were stimulated for 4 days with coated anti-CD3
and anti-CD28 Abs in the presence of graded concentrations of IL-12. Representative IL-17/IFNg dot-plots for gated CD4 T cells and the proportion of
IFNg-producing CD4 T cells are shown as a function of IL-12 concentration. Results are representative of at least three independent experiments.
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Furthermore, the proportion of Ly-6Cþ cells among peripheral
CD4 TN lymphocytes increased with GFP brightness decay,
indicating that acquisition of Ly-6C expression occurred in a
rapid and gradual manner over time.
Then, we injected Ly-6Cÿ CD4 TN single-positive thymocytes
from CD45.2 mice into CD45.1 mice expressing or lacking major
histocompatibility complex (MHC) class II molecules (Fig. 5b).
As expected, Ly-6Cÿ CD4 TN single-positive thymocytes gave
rise to both Ly-6Cÿ and Ly-6Cþ CD4 TN cells after transfer into
MHC class II-competent recipients. More surprisingly, all
CD45.2þ CD4 TN cells recovered from MHC class II-deficient
recipients were expressing Ly-6C, suggesting that all CD4 TN cells
acquired Ly-6C expression or that survival of Ly-6Cÿ CD4
TN cells was highly compromised in this context.
To address these issues, peripheral Ly-6Cÿ or Ly-6Cþ CD4
TN cells from CD45.2 mice were transferred into CD45.1 mice
expressing or lacking MHC class II molecules (Fig. 5c). The
survival of both Ly-6Cÿ and Ly-6Cþ CD45.2þ CD4 TN-cell
subsets was affected by MHC class II molecule deprivation,
excluding the hypothesis of a preferential disappearance of
Ly-6Cÿ CD4 TN cells in MHC class II-deficient recipients.
Ly-6C expression by CD45.2þ CD4 TN cells was also assessed.
First, we noticed that Ly-6Cÿ and Ly-6Cþ phenotypes were
rather stable over time after transfer into MHC class II-competent
recipients. One can notice that some CD4 TN cells, initially
Ly-6Cÿ , expressed low levels of this marker 14 days after transfer.
However, this percentage remained relatively stable thereafter
(33.1±2.1 on day 14 versus 37.3±1.9 on day 28, not significant).
By contrast, virtually all peripheral CD45.2þ CD4 TN cells
recovered from MHC class II-deficient recipients expressed Ly-6C
whether or not they were expressing it before transfer. One may
argue that MHC class II-deficient recipients lack not only MHC
class II molecule expression but also endogenous CD4 T cells and
that this latter point introduces another element of variability
between both types of recipients. To address this issue, we
generated BM chimeras in which CD4 T cells were produced in the
thymus but were unable to interact with MHC class II molecules in
the periphery (Supplementary Fig. S10a (refs 30,31)). Although
such chimeras contained as many peripheral CD4 T cells as control
chimeras 4 weeks after BM cell transfer, almost all their CD4
TN cells were expressing Ly-6C in the periphery (Supplementary
Fig. S10b, c). Altogether, these results suggest that the down-
modulation of Ly-6C expression by CD4 TN cells is dependent on
continuous interactions with MHC class II molecules.
Ly-6C expression is modulated by self-recognition. In line with
a role for TCR signalling in the modulation of Ly-6C expression
in CD4 TN cells, we found that in vitro Ly-6C
þ CD4 TN-cell
activation in response to TCR stimulation led to Ly-6C
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Figure 5 | Ontogeny of Ly-6Cÿ and Ly-6Cþ CD4 TN cells. (a) GFP/Ly-6C contour plots and Ly-6C fluorescence histograms of gated CD4 TN cells
recovered from the thymus and LNs of a representative C57BL/6 RAG2p-GFP reporter mouse. Numbers in each histogram represent the percentage of
Ly-6Cþ cells among the indicated CD4 TN cell subsets. (b) 1 10
6 thymic Ly-6Cÿ CD4 TN cells from C57BL/6 Foxp3-GFP CD45.2 mice were injected
intravenously (i.v.) into C57BL/6 CD45.1 mice lacking (MHC-IIÿ ) or not lacking (MHC-IIþ ) MHC class II molecule expression. A diagram illustrating
the experimental model and Ly-6C fluorescence histograms of gated CD45.2þ CD4 TN cells recovered from LNs of recipient mice 14 days after transfer
are shown. (c) Ly-6Cÿ (1 106) or Ly-6Cþ CD4 TN cells from LNs of C57BL/6 Foxp3-GFP CD45.2 mice were injected i.v. into CD45.1 C57BL/6 mice
lacking or not lacking MHC class II molecule expression. A diagram illustrating the experimental model is shown. The absolute numbers of CD45.2þ
CD4 TN cells recovered from the periphery (LNsþ spleen) of recipient mice 28 days after transfer are shown as means±s.e.m. Ly-6C fluorescence
histograms of CD45.2þ CD4 TN cells recovered from LNs of recipient mice 14 and 28 days after transfer are shown. Results are representative of at least
two independent experiments.
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downregulation (Supplementary Fig. S11). Injection of CD4
TN cells into lymphopenic recipients (such as in the IBD model)
led to the activation, the strong proliferation and the conversion
into memory-like cells of part of the injected cells in response to
self and environmental antigens, a process known as spontaneous
proliferation32,33. This CD4 T-cell spontaneous proliferation
relied on interactions with MHC class II molecules, and 2 weeks
after transfer, most CD4 T cells recovered from the periphery of
recipient mice derived from this process. Interestingly, the
progeny of both Ly-6Cÿ or Ly-6Cþ CD4 TN cells was lacking
Ly-6C expression 2 weeks after transfer into lymphopenic
recipients (Supplementary Fig. S12). Thus, the TCR signals
leading to T-cell activation induced Ly-6C downregulation both
in vitro and in vivo.
We hypothesized that Ly-6C surface levels on CD4 TN cells
might predict their propensity to interact with peripheral self-
MHC class II molecules and thus to receive subthreshold TCR
signals. CD5 expression on CD4 TN cells has been shown to be
adjusted to reflect TCR contact with self34–37. In fact, the more a
CD4 TN cell interacts with self, the more this cell expresses CD5.
We thus analysed the expression of CD5, but also of CD4 and of
the TCR itself by peripheral Ly-6Cÿ and Ly-6Cþ CD4 TN cells.
Consistent with our hypothesis, we observed that Ly-6Cÿ
CD4 TN cells exhibited significantly higher densities of CD5
and lower levels of the TCRb chain and CD4 compared with their
Ly-6Cþ -cell counterparts (Fig. 6a). Mandl et al.37 have recently
shown that the more CD4 TN cells expressed CD5, the more the
z-chain of the CD3 complex was phosphorylated. In line with a
higher capacity of Ly-6Cÿ CD4 TN cells to interact with self, we
found that the extent of CD3z phosphorylation was far more
important in Ly-6Cÿ CD4 TN cells than in Ly-6C
þ CD4 TN cells
(pz/z ratio, Fig. 6b and Supplementary Fig. S11).
We then decided to image Ly-6Cÿ and Ly-6Cþ CD4 TN cells.
Stefanova et al.38 have shown that recognition of self-ligands by
CD4 TN cells induced the clustering of the TCR complex and
associated signalling molecules to the region of the lymphocyte
membrane in contact with APCs. Here we found that LN CD4
TN cells directly fixed after isolation exhibited various degrees
of clustering of both the CD4 co-receptor and ZAP-70 (Fig. 6c).
We quantified CD4 polarization and found that the CD4
polarization index was significantly greater in Ly-6Cÿ CD4
TN cells than in Ly-6C
þ CD4 TN cells (Fig. 6d). More precisely,
Ly-6Cÿ CD4 TN cells contained a higher proportion of cells
exhibiting high degree of CD4 polarization than their Ly-6Cþ -cell
counterparts (Fig. 6e). Thus, at one given time, a higher
proportion of Ly-6Cÿ than Ly-6Cþ CD4 TN cells might be
interacting with APCs in LNs.
A greater ability of Ly-6Cÿ CD4 TN cells to interact with self-
MHC class II molecules should have consequences on their
behaviour in secondary lymphoid organs. Mandl et al.36 have
recently shown that interactions with MHC class II molecules
retained CD4 TN cells in LNs. By using the same protocol
(Fig. 6f), we analysed the phenotype of CD4 TN cells remaining
within LNs after entry blockade. Most CD4 T cells have egressed
from LNs 21 h after entry blockade (Fig. 6g). Interestingly, Ly-
6Cÿ cells were greatly enriched in the remaining CD4 TN cells
(Fig. 6h). We then verified that retention of Ly-6Cÿ CD4 TN cells
in LNs after entry blockade was due to interactions with MHC
class II molecules. To do so, we injected CD45.2þ T cells into
CD45.1 recipients lacking (MHC-IIÿ ) or expressing (MHC-IIþ )
MHC class II molecules. Two hours later, LN entry was blocked
and LNs were collected 21 h after entry blockade (Fig. 6i).
Although the absolute numbers of remaining Ly-6Cþ CD4 TN
cells were unaffected by MHC class II deprivation, those of
Ly-6Cÿ CD4 TN cells were significantly decreased in recipients
lacking MHC class II molecules (Fig. 6j). This was not due to the
acquisition of Ly-6C expression by Ly-6Cÿ CD4 TN cells, as 24 h
were not sufficient to induce upregulation of this marker
(Supplementary Fig. S13). Thus, interactions with MHC class II
molecules only retained Ly-6Cÿ CD4 TN cells within LNs. These
last results are in line with the greater average polarization of
CD4 and ZAP-70 molecules at the cell surface of Ly-6Cÿ CD4
TN cells and suggest that Ly-6C
ÿ CD4 TN cells are interacting
more strongly than Ly-6Cþ CD4 TN cells with MHC class
II-expressing cells in peripheral secondary lymphoid organs.
Self-recognition reinforces iTreg-cell differentiation. We then
determined whether self-recognition might have a role in the
differential ability of Ly-6Cÿ and Ly-6Cþ CD4 TN cells to dif-
ferentiate into iTreg cells. First, we studied the expression of CD5
and Ly-6C by peripheral monoclonal CD4 TN cells from AND
and Marylin TCR-transgenic mice in a RAG2ÿ /ÿ background. It
has recently been shown that AND CD4 T cells have a higher
avidity for self than Marylin CD4 T cells37,39,40. Indeed, AND
CD4 T cells expressed far higher density of CD5 than Marylin
CD4 T cells (Fig. 7a (ref. 37)). In agreement with our assumption
that Ly-6C non-expression might reflect the magnitude of CD4
TN-cell self-reactivity, all Marylin CD4 T cells were expressing
high surface amounts of Ly-6C, whereas the majority of AND
CD4 T cells did not (Fig. 7a). Finally, in line with our experiments
with polyclonal CD4 TN cells, we observed that AND CD4 T cells
differentiated far more efficiently than Marilyn CD4 T cells into
iTreg cells in vitro (Fig. 7b).
Second, we adoptively transferred Ly-6Cÿ and Ly-6Cþ CD4
TN cells from CD45.2 mice into CD45.1 recipients expressing or
lacking MHC class II molecules (Fig. 7c). Three weeks after
transfer, CD45.2þ CD4 TN cells were purified from the periphery
of recipient mice and assessed for their ability to differentiate into
iTreg cells in vitro. For suboptimal doses of TGFb, cells purified
from MHC-II-competent recipients initially injected with
Ly-6Cÿ CD4 TN cells gave rise to a twofold higher proportion
of iTreg cells than cells derived from MHC class II-deficient
recipients initially injected with the same cells or from MHC-II-
competent recipients initially injected with Ly-6Cþ CD4 TN cells
(Fig. 7d,e). Altogether, our data strongly suggest that the ability of
a naive T cell to commit into the iTreg-cell lineage pathway upon
in vitro stimulation is shaped by its capacity to interact with self
in its original environment.
Discussion
Over the last decades, the CD4 TN cells have been commonly
considered as a homogenous T-cell compartment. In the present
paper, we confirm that Ly-6C expression splits this compartment
into positive and negative cells with one-third of peripheral CD4
T cells lacking this marker20,21. Expression of Ly-6C is acquired
in the periphery as almost all thymocytes are Ly-6Cÿ . More
precisely, analysis of RAG2p-GFP mice and adoptive transfer
experiments indicate that thymocytes rapidly gain Ly-6C
expression upon migration to the periphery. Then, the
expression of Ly-6C by peripheral CD4 TN cells is stable over
time. Moreover, several lines of evidence strongly suggest that the
expression of Ly-6C by peripheral CD4 TN cells inversely
correlates with their ability to interact with self. First, all
thymic and peripheral CD4 TN cells gained Ly-6C expression
when transferred into MHC class II-deficient recipients. Second,
Ly-6Cÿ CD4 TN cells expressed more CD5 and exhibited a
higher degree of CD3z phosphorylation than Ly-6Cþ CD4
TN cells. Third, Ly-6C
ÿ CD4 TN cells exhibit a higher degree
of co-clustering of the CD4 co-receptor and the TCR-associated
signalling molecule, ZAP-70, than their Ly-6Cþ -cell counter-
parts. Finally, interactions with MHC class II molecules retained
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preferentially Ly-6Cÿ CD4 TN cells within LNs, therefore
increasing their transit time. Thus, altogether, our data indicate
that Ly-6Cÿ CD4 TN cells are more ‘autoreactive’ than their
Ly-6Cþ -cell counterparts.
Repeated subthreshold TCR stimulations are triggered within
secondary lymphoid organs where T cells interact with self-
peptides while scanning the surface of dendritic cells. Stefanova
et al.38 have first shown that interruption of CD4 TN-cell contact
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Figure 6 | Ly-6Cÿ CD4 TN cells continuously interact with MHC class II molecules. (a) CD5, TCRb and CD4 fluorescence histograms of gated Ly-6C
ÿ
and Ly-6Cþ CD4 TN cells from LNs of a representative C57BL/6 Foxp3-GFP mouse. Mean fluorescence intensities (MFIs) are shown as means±s.e.m. for at
least six mice from two independent experiments. (b) Flow-cytometry-sorted Ly-6Cÿ and Ly-6Cþ CD4 TN cells (3 10
5 cells/condition) were lysed, and
both CD3z protein levels (z) and the extent of CD3z chain phosphorylation (pz) were determined by immunoblotting. The pz/z ratio was then quantified.
Each dot represents an individual sample. (c,d) LN cells from C57BL/6 Foxp3-GFP mice were fixed immediately in 4% paraformaldehyde after isolation.
Ly-6Cÿ or Ly-6Cþ CD4 TN cells were then purified and stained for CD4 (green) and ZAP-70 (red) expression. (c) Representative CD4 and ZAP-70
sum-projection images are shown. Scale bar, 5mm. (d) CD4 polarization indexes were estimated for Ly-6Cÿ (n¼ 212) or Ly-6Cþ (n¼ 352) CD4 TN cells by
automated analyses of two independent experiments (see Methods). (e) Distribution of Ly-6Cÿ or Ly-6Cþ CD4 TN cells as a function of their CD4
polarization index. (f–h) C57BL/6 Foxp3-GFP mice were injected or not intraperitoneally with anti-aL and anti-a4 Abs to block LN entry. Twenty-one hours
later, LNs were recovered and CD4 T cells were analysed. (f) Diagram illustrating the experimental model. (g) Absolute numbers of CD4 T cells in mLNs.
(h) Representative Ly-6C fluorescence histograms and percentages of Ly-6Cÿ cells are shown for CD4 TN cells recovered from mLNs of treated and
untreated mice. (i–j) Tcells (15 106) from CD45.2 C57BL/6 Foxp3-GFP mice were transferred into C57BL/6 CD45.1 mice lacking (MHC-IIÿ ) or not lacking
(MHC-IIþ ) MHC class II molecule expression. Two hours later, LN entry was blocked. LNs were collected 21 h after entry blockade, and CD45.2þ CD4 Tcells
were analysed. (i) Diagram illustrating the experimental model. (j) Absolute numbers of CD45.2þ CD4 Tcells in mLNs. Results are representative of at least
two independent experiments. Significance of differences between two series of results was assessed using a two-tailed paired (b) or unpaired (d,g,h,j)
Student’s t-test. Values of Po0.05 were considered as statistically significant (*Po0.05; **Po0.01; and ***Po0.001). ns, not significant.
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with self leads to a rapid decline on signalling and response
sensitivity to foreign stimuli. These data were further confirmed
by several elegant studies and shown to apply also to CD8
TN cells
41–43. Recently, using CD5 expression to discriminate
between TN cells interacting strongly (CD5
hi) or not (CD5lo) with
self, several groups have shown that TCR contact with self in the
periphery causes CD8 TN cells to be hypersensitive to IL-2, IL-7
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Figure 7 | Self-recognition reinforces the ability of CD4 TN cells to differentiate into iTreg cells. (a) CD5 and Ly-6C fluorescence histograms and graph
representing Ly-6C MFI of gated CD4 TN cells from LNs of AND (solid line/white) and Marylin (filled histogram/grey) TCR-transgenic mice as a function
of their CD5 MFI. Each dot represents an individual mouse. (b) CD4 TN cells from LNs of AND and Marylin TCR-transgenic mice were stimulated for
4 days with coated anti-CD3 and anti-CD28 Abs in the presence of graded concentrations of TGFb1. Representative Foxp3/CD4 dot-plots for gated
CD4 T cells and the proportion of Foxp3þ cells among CD4 T cells are shown as a function of TGFb1 concentration. (c–e) Ly-6Cÿ (5 106) or Ly-6Cþ
CD4 TN cells from LNs of C57BL/6 Foxp3-GFP CD45.2 mice were injected i.v. into CD45.1 C57BL/6 mice lacking or not lacking MHC class II molecule
expression (MHC-IIÿ and MHC-IIþ , respectively). CD45.2þ CD4 TN cells were then FACS-sorted 21 days after transfer from the periphery of recipient
mice and stimulated for 4 days with coated anti-CD3 and anti-CD28 Abs in the presence of 0.25 ngmlÿ 1 of TGFb1. (c) Diagram illustrating the
experimental model. (d) Representative Foxp3-GFP/CD4 dot-plots for gated CD4 Tcells are shown as a function of recipient mice and CD4 TN-cell origin.
(e) Proportion of Foxp3þ cells among CD4 Tcells as a function of recipient mice and CD4 TN cells origin are shown as means±s.e.m. for at least six mice
from two independent experiments. Significance of differences between two series of results was assessed using a two-tailed unpaired Student’s t-test.
Values of Po0.05 were considered as statistically significant (**Po0.01). ns, not significant.
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that self-recognition not only allows the survival of TN cells but
also increase quantitatively their responsiveness towards their
cognate antigens for both CD4 and CD8 TN cells, and towards ILs
in the case of CD8 TN cells
47. However, it has not been yet
addressed whether self-recognition qualitatively affects the
response of TN cells to stimulation. Here we propose that the
ability of a CD4 TN cell to differentiate into an iTreg cell upon
apropriate stimulation would be shaped by self-reactivity. In line
with this assumption, Ly-6Cÿ CD4 TN cells that are likely to
interact strongly with MHC class II molecule-expressing cells in
LNs are the cells that differentiate more efficiently into iTreg cells
both in vitro and in vivo. Moreover, disruption of interactions
with MHC class II molecules decreases the commitment efficacy
of Ly-6Cÿ CD4 TN cells towards the iTreg-cell lineage. Indeed,
the iTreg-cell polarization potential of Ly-6Cÿ CD4 TN cells
parked for 3 weeks in MHC class II-deficient recipients dropped
to the level observed in Ly-6Cþ CD4 TN cells, the potential of
which is not affected by MHC deprivation. Thus, self-recognition
may affect not only quantitatively but also qualitatively the
response of CD4 TN cells to their cognate antigens.
Upon activation, a CD4 TN cell can differentiate into a great
variety of effector cells including TH1, TH2, TH17 or iTreg cells.
The present paradigm assumes that the choice made by CD4
TN cells to commit into one of these lineages would be mainly
governed by extrinsic factors with an important role of the
cytokines released in the environment at the time of their
activation. Several data, including those presented here, extend
this theory by showing that intrinsic factors also have a role in
CD4 TN-cell fate determination. Fifteen years ago, several studies
have proposed that the strength of the TCR signal at the time of
antigen recognition would have a role in the TH1/TH2 lineage
choice48,49. More recently, Gottschalk et al.50 have shown that a
low dose of a strong agonist resulted in maximal induction of
iTreg cells. Thus, differentiation of CD4 TN cells into iTreg cells
upon stimulation relies not only on extrinsic factors such as the
presence of TGFb in their environment but also on intrinsic
factors such as the avidity of the TCR, which they express for
both self and foreign ligands.
Altogether, our results strongly suggest that CD4 TN cells with
the highest avidity for self (Ly-6Cÿ CD4 TN cells) have a biased
commitment towards the iTreg-cell lineage and that this intrinsic
ability is linked to their enhanced pathogenicity when injected
into lymphopenic mice. Indeed, colitis in mice transferred
with Ly-6Cÿ CD4 TN cells is prevented if Tregs are depleted.
This last result may appear paradoxical, given the vast literature
showing that Tregs prevent colitis in lymphopenic mice when
co-transferred together with CD4 TN cells. The nature of Tregs by
itself (natural versus induced Tregs), their number (iTregs
represent from 4.7 to 11.4% of the CD4 T cells recovered from
the secondary lymphoid organs of recipient mice at the end
point of our experiments, whereas when co-injected at a physio-
logical rate together with CD4 TN cells (one Treg for eight
CD4 TN cells), they represent 425% of expanding peripheral
CD4 T cells as soon as 1 week after transfer51) or the timing
of the presence of Tregs in the periphery (from the beginning
when co-transferred together with CD4 TN cells versus the time
required for their generation and expansion in our setting) may
explain these opposite effects of Tregs in the IBD experimental
model.
In other settings, in particular in lymphoreplete animals, an
enhanced ability of the most autoreactive CD4 TN cells to commit
to the iTreg-cell lineage pathway might represent a previously
undescribed mechanism of self-tolerance. This process would
diminish the risk of the most self-reactive CD4 T cells to become
deleterious effector cells through responding to bacteria, viruses
or parasites. Indeed, such a mechanism would allow the organism
to augment its own protection during each infectious episode,
especially by avoiding molecular mimics to induce novel, potent
and self-peptide-reactive CD4 T-cell effectors when T-cell
responses raised against the pathogen cross-react with self-
peptides.
Methods
Mice. C57BL/6 mice (CD45.2) were obtained from Charles River Laboratories.
C57BL/6 CD45.1, C57BL/6 CD3eÿ /ÿ , C57BL/6 MHC-IID/D CD45.1 and C57BL/6
AND TCR-transgenic RAG2ÿ /ÿ mice were maintained in our own animal
facilities, under specific pathogen-free conditions. C57BL/6 Marilyn TCR-trans-
genic RAG2ÿ /ÿ mice were provided by Dr Emmanuel Donnadieu, Institut
Cochin, Paris, France. C57BL/6 Foxp3-GFP CD45.252 and C57BL/6 DEREG26
mice were initially obtained from Dr Bernard Malissen, Centre d’Immunologie de
Marseille-Luminy, France, and Dr Tim Sparwasser, Institute of Infection
Immunology, TWINCORE, Hannover, Germany, respectively. C57BL/6 Foxp3-
GFP CD45.2 mice were then crossed with C57BL/6 CD45.1 mice to generate
C57BL/6 Foxp3-GFP CD45.1 mice. C57BL/6 RAG2p-GFP reporter mice53 were
provided by Dr Antonio Bandeira, Unite´ du De´veloppement des Lymphocytes,
Institut Pasteur, Paris, France. Four- to 12-week-old mice were used for all
experiments. Donor and recipient mice were sex-matched. Experiments were
carried out in accordance with the guidelines of the French Veterinary Department.
All procedures performed were approved by the Paris-Descartes Ethical Committee
for Animal Experimentation (decision CEEA34.CA.080.12).
Cell suspensions. pLNs, mLNs, spleen and thymus were homogenized and passed
through a nylon cell strainer (BD Falcon) in RPMI 1640 Glutamax (Gibco)
supplemented with 10% FCS (Biochrom) for adoptive transfer (LNs only), or in 5%
FCS and 0.1% NaN3 (Sigma-Aldrich) in PBS for flow cytometry.
Adoptive transfer of CD4 TN cells. CD4 T cells were purified from LNs (pooled
superficial cervical, axillary, brachial, inguinal and mLNs) or thymi of C57BL/6
Foxp3-GFP or DEREG mice by incubating cell suspensions on ice for 20min with a
mixture of anti-CD8 (53-6.7), anti-CD11b (Mac-1) and anti-CD19 (1D3) Abs
obtained from hybridoma supernatants, and then with magnetic beads coupled to
anti-rat immunoglobulins (Dynal Biotech). Purified CD4 T cells were then labelled
with biotinylated anti-Ly-6C (AL-21), PE-conjugated anti-CD25 (PC61), APC-
conjugated anti-CD44 (IM7), all from BD Biosciences, and Pacific Blue-conjugated
streptavidin (Invitrogen). Ly-6Cÿ and Ly-6Cþ CD4 TN cells were sorted as GFP
ÿ
CD25ÿ CD44ÿ /lo cells using a FACS-ARIA3 flow cytometer (BD Biosciences) and
injected intravenously into sex-matched recipient mice. In the experiments
depicted in Fig. 3d–f and Supplementary Fig. 7, recipient mice were injected
intraperitoneally 2 consecutive days per week with 500 ng of DT (Sigma-Aldrich).
Adoptive transfer of BM cells. BM cells were incubated on ice for 20min with
anti-CD4 (GK1.5) and anti-CD8a (53-6.7) Abs, obtained from hybridoma super-
natants, and then with magnetic beads coupled to anti-rat immunoglobulin (Dynal
Biotech). We injected 5 106 T-cell-depleted BM cells intravenously into each
lethally irradiated (9.5 Gy) recipient mouse.
Cell surface staining and flow cytometry. Cell suspensions were collected and
dispensed into 96-well round-bottom microtiter plates (Greiner Bioscience; 6 106
cells per well). Surface staining was performed by incubating the cells on ice, for
15min per step, with Abs in 5% FCS (Biochrom) and 0.1% NaN3 (Sigma-Aldrich)
PBS. Each cell-staining reaction was preceded by a 15-min incubation with a
purified anti-mouse CD16/32 Ab (FcgRII/III block; 2.4G2) obtained from hybri-
doma supernatants. For determination of intracellular cytokine production, cells
were stimulated with 0.5 mgmlÿ 1 phorbol myristate acetate (Sigma-Aldrich),
0.5 mgmlÿ 1 ionomycin (Sigma-Aldrich) and 10 mgmlÿ 1 Brefeldin A (Sigma-
Aldrich) for 2 h at 37 °C. Cells were then stained for surface markers, fixed in 2%
paraformaldehyde in PBS and permeabilized with 0.5% saponin, followed by
labelling with specific cytokine Abs.
PerCP-conjugated anti-CD4 (RM4-5), phycoerythrin (PE)-conjugated anti-
CD5 (53-7.3), anti-CD25 (PC61), anti-CD45.1 (A20), anti-CD69 (H1.2F3), anti-
TCRb (H57-597), anti-IL-2 (JES6-5H4), anti-IL-4 (11B11), anti-IL-10 (JES5-16E3)
and anti-IL-17A (TC11-18H10), APC-conjugated anti-CD44 (IM7), anti-TCRb
(H57-597), anti-IFN-g (XMG1.2), streptavidin, fluorescein isothiocyanate-con-
jugated anti-TNF-a (MP6-XT22), PE-Cy7-conjugated anti-Ly-6C (AL-21),
streptavidin, PerCP-Cy5.5-conjugated anti-CD45.2 (104), APC-H7-conjugated
anti-CD8 (53-6.7), Pacific Blue-conjugated anti-CD4 (RM4-5), and Alexa Fluor
700-conjugated anti-Ly-6C (AL-21), biotinylated anti-Ly-6C (AL-21), anti-CD5
(53-6.7), anti-CD45.1 (A20), anti-CD45.2 (104), anti-CD45RB (16A) and anti-
CD62L (MEL14) were obtained from BD Biosciences. PE-conjugated anti-CD45.2
(104), PE-Cy5-conjugated anti-CD25 (PC61.5), Alexa Fluor 700-conjugated anti-
CD45.2 (104), PerCP-Cy5.5-conjugated anti-TCRb (H57-597) and biotinylated
anti-CD127 (A7R34) were obtained from eBioscience. Pacific Blue-conjugated
streptavidin was obtained from Invitrogen.
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Multi-colour immunofluorescence was analysed using a BD-LSR2 cytometer
(BD Biosciences). List-mode data files were analysed using Diva software (BD
Biosciences). Data acquisition and cell sorting were performed on the Cochin
Immunobiology facility.
Immunoblot analysis. Ly-6Cÿ and Ly-6Cþ CD4 TN cells (3 105 cells per
condition) were flow-cytometry sorted as described above, washed in ice-cold PBS
and lysed in lysis buffer (20mM Tris-HCl (pH 7.5), 150mM NaCl, 5mM EDTA
(pH 8.0), 5mM NaPiP, 1mM, Na3VO4, 20mM NaPO4 (pH 7.6), 3mM b-gly-
cerophosphate, 10mM NaF, 1% Triton X-100, complete protease and phosphatase
inhibitor cocktail (Roche)) for 15min on ice. Samples were centrifugated, and
whole-cell lysates were collected. Unreduced proteins were separated on a 12%
SDS-PAGE, transferred on a nitrocellulose membrane and immunoblotted first
with an anti-Phosphotyrosine Ab (Clone 4G10; Millipore) and, after stripping, with
an anti-CD3z Ab (Clone 6B10.2; Santa Cruz Biotechnology). Signals were quan-
tified using the Image J software. The ratio pz/z was estimated as previously
described54.
Immunofluorescence microscopy. Freshly isolated LN cells were first fixed in 4%
paraformaldehyde in PBS for 5min at 37 °C. Ly-6Cÿ and Ly-6Cþ CD4 TN cells
were then sorted using flow cytometry as described above and stained with
fluorescein isothiocyanate-conjugated anti-CD4 Ab. T cells were then permeabi-
lized and incubated with an anti-ZAP-70 Ab (Transduction Laboratories) followed
by anti-mouse Ab conjugated to Alexa Fluor 647 (Molecular Probes). Stained
T cells were photographed on a Yokogawa spinning-disk confocal microscope with
a  100 oil immersion objective connected to a digital video camera and analysed
using Image J software. Briefly, automated analysis was performed to divide each
cell into quadrants and then to measure the average intensity in each quadrant. The
CD4 polarization index was calculated by dividing the highest quadrant by the
lowest.
Colitis scoring. For the colitis model, colons were removed and fixed in PBS
containing 10% formaldehyde. Five-micrometer paraffin-embedded sections were
cut and stained with haematoxylin and eosin and then blindly analysed. Each
segment was given a score of 0–4: grade 0, no significant changes; grade 1, minimal
scattered mucosal inflammatory cell infiltrates, with or without minimal epithelial
hyperplasia; grade 2, mild scattered to diffuse inflammatory cell infiltrates, some-
times extending into the submucosa and associated with erosions, with mild to
moderate epithelial hyperplasia and mild to moderate mucin depletion from goblet
cells; grade 3, moderate inflammatory cell infiltrates that were sometimes trans-
mural, with moderate to severe epithelial hyperplasia and mucin depletion; grade 4,
marked inflammatory cell infiltrates that were often transmural and associated with
crypt abscesses and occasional ulceration, with marked epithelial hyperplasia,
mucin depletion and loss of intestinal glands.
In vitro polarization assays. Flow-cytometry sorted Ly-6Cÿ and Ly-6Cþ CD4
TN cells from LNs of C57BL/6 Foxp3-GFP mice were stimulated for 4 days with
immobilized anti-CD3 (clone 145.2C11; 4 mgmlÿ 1; obtained from hybridoma
supernatants) and anti-CD28 (clone 37.51; eBioscience; 4 mgmlÿ 1) Abs, in the
presence of graded concentrations of exogenous recombinant human TGFb1
(Invitrogen) in the presence (TH17) or absence (iTreg) of 20 ngml
ÿ 1 of recom-
binant mouse IL-6 (Invitrogen). To study the ability of CD4 TN cells to differentiate
into TH1 effector cells, stimulation was performed in the presence of graded
concentrations of recombinant mouse IL-12 (R&D).
In vitro suppression assay. Purified Ly-6Cÿ or Ly-6Cþ CD4 TN cells were
stimulated for 3 days with coated anti-CD3 and anti-CD28 Abs in the presence of
1 ngmlÿ 1 of TGFb1 and then let to rest for 3 more days in the presence of
recombinant human IL-2 (13 ngmlÿ 1; R&D). GFP-expressing cells were then
sorted using flow cytometry, and the suppressive capacities of these highly purified
Foxp3-expressing cells were then assessed as previously described31. Briefly,
conventional CD4 T cells (GFPÿ CD4þ T cells) were purified from LNs of
C57BL/6 Foxp3-GFP mice, labelled with Cell Trace Violet (Invitrogen) and
stimulated for 64 h, alone or together with Treg cells at various Treg/Tconv-cell
ratios.
Suboptimal T-cell activation in vitro assay. Flow-cytometry sorted Ly-6Cÿ and
Ly-6Cþ CD4 TN cells from LNs of C57BL/6 Foxp3-GFP were stimulated for 3 days
with irradiated splenocytes from C57BL/6 CD3eÿ /ÿ mice in the presence of
graded concentrations of soluble anti-CD3 Ab (145.2C11). These experiments were
conducted in the absence of addition of exogenous cytokines.
Blocking T-cell entry into LNs. C57BL/6 Foxp3-GFP mice were injected or not
intraperitoneally with 200 mg of anti-aL and anti-a4 Abs (Bio-Xcell) to block LN
entry. Twenty-one hours later, LNs were collected, and CD4 T cells were analysed.
In some experiments (Fig. 6i,j), 15 106 T cells from CD45.2 C57BL/6 Foxp3-GFP
mice were transferred into C57BL/6 CD45.1 mice lacking (MHC-IIÿ ) or not
lacking (MHC-IIþ ) MHC class II molecule expression. Two hours later, LN entry
was blocked as described above. LNs were collected 21 h after entry blockade, and
CD45.2þ CD4 T cells were analysed.
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Cette étude évalue l'impact des populations immunitaires sur le développement métastatique 
dans un modèle de mélanome spontané [souris exprimant l'oncogène RET humain sous le 
contrôle du promoteur de la métallothionéine (souris MT/ret)]. Dans ce modèle, les cellules 
cancéreuses diffusent tôt, mais restent en dormance pendant plusieurs semaines. Puis, les 
souris MT/ret développent des métastases cutanées et, enfin, des métastases à distance. Un 
total de 35% des souris MT/ret développent un vitiligo qui est une dépigmentation de la peau 
due à la lyse des mélanocytes normaux, associé à un retard dans la progression tumorale. Ici, 
nous constatons que lymphocytes T CD4
+
 régulateurs  s'accumulent dans la peau, la rate, et 
les ganglions lymphatiques drainant la tumeur dans souris MT/ret ne développant pas de 
vitiligo. La déplétion des lymphocytes T CD4
+
 régulateurs et la neutralisation de l'IL-10 
conduit à une augmentation de lapparition du vitiligo qui est corrélée à une diminution de 
l'incidence des métastases du mélanome. En revanche, les monocytes inflammatoires et 
cellules dendritiques inflammatoires s'accumulent dans la peau des souris MT/ret présentant 
un vitiligo actif. De plus, ils inhibent la prolifération des cellules tumorales in vitro par un 
mécanisme dépendant des réactifs oxygénés, et leur déplétion ainsi que la neutralisation de 
ces réactifs oxygénés in vivo, entraîne une augmentation de la dissémination tumorale. Dans 
lensemble, nos données suggèrent que les lymphocytes T CD4+ régulateurs favorisent la 
progression tumorale, en partie, par l'inhibition du recrutement et/ou de la différenciation des 
monocytes inflammatoires dans la peau. 
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The present study evaluates the impact of immune cell populations
on metastatic development in a model of spontaneous melanoma
[mice expressing the human RET oncogene under the control of the
metallothionein promoter (MT/ret mice)]. In this model, cancer cells
disseminate early but remain dormant for several weeks. Then,MT/
ret mice develop cutaneous metastases and, ﬁnally, distant metas-
tases. A total of 35% of MT/ret mice develop a vitiligo, a skin de-
pigmentation attributable to the lysis of normal melanocytes,
associated with a delay in tumor progression. Here, we ﬁnd that
regulatory CD4+ T cells accumulate in the skin, the spleen, and tu-
mor-draining lymph nodes of MT/ret mice not developing vitiligo.
Regulatory T-cell depletion and IL-10 neutralization led to increased
occurrence of vitiligo that correlated with a decreased incidence of
melanoma metastases. In contrast, inﬂammatory monocytes/den-
dritic cells accumulate in the skin ofMT/retmicewith active vitiligo.
Moreover, they inhibit tumor cell proliferation in vitro through a re-
active oxygen species-dependent mechanism, and both their deple-
tion and reactive oxygen species neutralization in vivo increased
tumor cell dissemination. Altogether, our data suggest that regulatory
CD4+ T cells favor tumor progression, in part, by inhibiting recruitment
and/or differentiation of inﬂammatory monocytes in the skin.
The concept of suppressive T cells, which was ﬁrst described inthe early 1970s, remained poorly investigated until Sakaguchi
et al. demonstrated the suppressive functions of a subset of CD4+
T cells now called regulatory T cells (Tregs) (1). Tregs express
Foxp3 (2) and high surface levels of the α-chain of the IL-2 re-
ceptor (CD25) and are the main mediators of peripheral tolerance
under physiological settings (1). Their role in the suppression of
antitumor immunity was originally described in the 1980s (3) but
remained, at ﬁrst, largely underestimated. The demonstration that
systemic depletion of Tregs favors tumor rejection in mouse
models highlighted their contribution in tumor progression (4).
Whereas it is established that Tregs potently interfere with tumor-
speciﬁc T cells (5–8), their impact on innate immune cells, in
particular, on myeloid cells, has been clearly less investigated in
the context of tumor development (9, 10).
To decipher the role of Tregs in the relationship between
cancer immunity and autoimmunity, we used mice expressing the
human RET oncogene under the control of the metallothionein
promoter (MT/ret mice) (11). In this model, the primary uveal
tumor disseminates early but remains dormant for several weeks
(12, 13). MT/ret mice then develop cutaneous metastases and
ﬁnally distant (i.e., pulmonary, visceral, and mediastinal aden-
opathy) metastases (14). A signiﬁcant proportion of MT/ret mice
spontaneously develops vitiligo-like depigmentations. The tumor
progression is signiﬁcantly delayed in mice harboring vitiligo
compared with mice without depigmented skin (14). The de-
velopment of vitiligo in melanoma patients has also been asso-
ciated with a better prognosis (15–18). It occurs most often in
immunotherapeutic trials, although vitiligo may also develop in
patients treated with surgery, radiotherapy, or chemotherapy.
Consistent with previous data obtained in melanoma patients
(19, 20), we found that Tregs accumulated in tumor-draining
lymph nodes (TdLNs) of MT/ret mice. Treg depletion led to
a decreased occurrence of cutaneous metastases and an increased
percentage of mice developing vitiligo. Interestingly, inﬂammatory
(Ly-6Chigh) monocytes and dendritic cells (DCs), initially de-
scribed as important cells during inﬂammatory and infectious
processes, appeared to be critical effectors during the early phase
of the antitumor response, in particular by killing disseminated
malignant melanocytes. Altogether, our results suggest that
Tregs prevent the recruitment and/or differentiation of Ly-6Chigh
monocytes in the skin, subsequently favoring tumor progression.
Results
Decreased Incidence of Cutaneous Metastases in MT/ret Mice Developing
Vitiligo. MT/ret mice were monitored for the occurrence of pri-
mary uveal melanoma, cutaneous metastases, and vitiligo (SI
Appendix, Fig. S1). Most of MT/ret mice display a primary tumor
at 3 mo of age (SI Appendix, Table S1 and ref. 12). Cutaneous
metastases develop in nearly two-thirds of 6-mo-old mice and
vitiligo in one-third (Fig. 1A). As described previously (14), mice
with vitiligo displayed less cutaneous metastases than mice
without vitiligo. Next, we compared, by ﬂow cytometry (SI Ap-
pendix, Figs. S2 and S3), the proportions of the various myeloid
and lymphoid subsets recovered from the spleen and cervical
lymph nodes (LNs) (LNs that drained the primary tumor and
facial cutaneous metastases) of 6-mo-old MT/ret mice with or
without vitiligo (Fig. 1B). We did not detect any signiﬁcant dif-
ference. Moreover, the proportions of these subpopulations were
similar to those of age-matched control mice. Of note, mela-
noma cells were undetectable by ﬂow cytometry within the sec-
ondary lymphoid organs of 6-mo-old mice (SI Appendix, Fig. S4).
Hematopoietic cells inﬁltrating cutaneous metastases were not
different both quantitatively (CD45+ cells represented 3.9% ± 0.5
and 5.0% ± 0.5 of the cells recovered from metastases of mice with
or without vitiligo respectively; SI Appendix, Fig. S4) and qualita-
tively (Fig. 1B) whether or not the mice displayed vitiligo. These
results suggest that the protection against metastatic spreading in
mice harboring vitiligo would not rely on the quantity and nature
of immune cells inﬁltrating established tumors.
Tregs Accumulate in the Spleen and TdLNs of Nonvitiligo MT/ret Mice.
Tregs (Foxp3+) were not more frequent within cutaneous me-
tastases whether or not MT/ret mice displayed vitiligo (Fig. 2 A
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and B). In contrast, Tregs accumulated both in proportion and
absolute number (Fig. 2 A and B and SI Appendix, Fig. S5) in the
spleen and cervical LNs of MT/ret mice without vitiligo com-
pared with either MT/ret mice developing vitiligo or control
mice. More precisely, Tregs were more frequent in the spleen
and cervical LNs whether or not they have developed cutaneous
or distant metastases (SI Appendix, Fig. S6). By contrast, the
proportion of Tregs was increased in axillary LNs only in mice
developing dorsal or distant metastases and in mesenteric LNs
only in mice developing distant metastases. The increase in the
proportion of Tregs observed in nonvitiligo MT/ret mice was,
thus, restricted to TdLNs and the spleen.
Tregs Inhibit the Onset of Vitiligo and Favor Tumor Spread. We then
investigated the role of Tregs in tumor spread and the occur-
rence of vitiligo. MT/ret mice were injected twice a week with the
anti-CD25 depleting Ab, beginning 2 d after birth and monitored
from weaning up to 6 mo of age. Anti-CD25 treatment did not
affect the occurrence of primary tumors (SI Appendix, Table S1)
but signiﬁcantly delayed the development of cutaneous metas-
tases (Fig. 2C). This reduced tumor spread correlated with
a signiﬁcant increase in the incidence of vitiligo.
We have recently shown that T cell-deﬁcient MT/ret mice
(RetCD3eKO mice) developed cutaneous metastases smaller than
those from T cell-competent mice (21). Here, we further ob-
served that T-cell deﬁciency correlated with a signiﬁcant increase
in the occurrence of vitiligo (Fig. 3A). Interestingly, RetCD3eKO
mice with vitiligo developed less cutaneous metastases than
nonvitiligo RetCD3eKO mice. Thus, similar to MT/ret mice,
vitiligo in RetCD3eKO mice is associated with a more efﬁcient
tumor control. To conﬁrm that Tregs were acting on tumor cell
dissemination, we reconstituted RetCD3eKO mice, 5 d after birth,
with CD4+ T cells recovered from the spleen and cervical LNs of
either C57BL/6 control mice or nonvitiligo tumor-bearing MT/ret
mice. Reconstituted RetCD3eKO mice displayed an increased
occurrence of cutaneous metastases correlated with a decrease in
the incidence of vitiligo (Fig. 3B and SI Appendix, Table S2).
Altogether, our results suggest that Tregs both inhibit vitiligo
development and promote metastasis.
An Innate Immune Population Controls the Development of Cutaneous
Metastases and Vitiligo. To determine which cells controlled tumor
spread, we used a depleting Ab strategy. CD8+T-cell depletion had
no effect on the incidence of cutaneous tumors or vitiligo (SI Ap-
pendix, Fig. S7A). In linewith our previous data (22), the proportion
of mice developing distant metastases increased after anti-CD8
treatment (SI Appendix, Table S2), indicating that CD8+ T cells
were not responsible for the control of cutaneous metastases but
were crucial for controlling visceral dissemination.
The development of vitiligo has been associated with a pro-
duction of Abs directed against melanocyte antigens (23). We sur-
mised that CD3eKO mice are inefﬁcient in producing antibodies
because of the absence of CD4 T-cell help. To test this hypothesis,
sera from T cell-deﬁcient or -competent MT/ret mice were in-
cubated with Melan-ret cells, a cell line derived from a cutaneous
metastasis of a MT/ret mouse (14) or with Lewis lung carcinoma
cells (LLCs). Signiﬁcant staining (MFI ratio, >2) revealed the
presence of autoantibodies in sera derived from MT/ret mice only
with Melan-ret cells, but even in this case, only 9 out of 54 animals
were seropositive (Fig. 3C). Thus, B lymphocytes do not seem to be
required for the development of vitiligo in RetCD3eKO mice. Al-
together, our data suggest that a cell population belonging to the
innate immunity plays an important role in vitiligodevelopment and
in controlling tumor cell dissemination at the skin site.
Inﬂammatory Monocytes/DCs Play a Key Role in Controlling Tumor
Dissemination. The occurrence of tumors and vitiligo was similar
in MT/ret mice untreated or treated with an anti-NK1.1 Ab (SI
Appendix, Table S2 and Fig. S7B), suggesting no crucial role of
Fig. 1. Characterization of the MT/ret mouse model. Diagnosis was performed
over a 6-mo period. (A, Left) Incidence of cutaneous metastases (Cut Met) in MT/
ret mice (n = 42). (A, Center) Vitiligo occurrence in MT/ret mice. (A, Right) Cut
Met incidence in MT/ret mice with (n = 16) or without vitiligo (n = 26). (B) Im-
mune composition of tissues from 6-mo-old Ctrl or MT/ret mice with or without
vitiligo. The different immune populations were deﬁned as shown in SI Ap-
pendix, Figs. S2 and S3. Proportions are shown within CD45+ cells for Cut Met.
Fig. 2. Tregs accumulate in the spleen and TdLNs of MT/ret mice not de-
veloping vitiligo. (A) FSC/Foxp3 dot plots are shown for CD45+ CD4+ CD8−
TcRβ+ cells from the tissues of 6-mo-old Ctrl mice and MT/ret mice with or
without vitiligo. (B) Percentage of Tregs in Cut Met, spleen, and cervical
lymph nodes (Cerv LNs) of the indicated mice. (C) Incidence of Cut Met and
vitiligo in MT/ret mice treated (n = 28) or not (n = 42) with anti-CD25 Ab.
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natural killer (NK) cells in controlling tumor spread. Then, we
assessed the role of cells from the myeloid lineage using the anti-
Gr1 Ab. Gr1, a common epitope to Ly-6C and Ly-6G molecules,
is expressed by granulocytes (Ly-6Clow, Ly-6G+), inﬂammatory
monocytes/DCs (Ly-6Chigh Ly-6G−), and a fraction of CD4+ and
CD8+ T cells. In both MT/ret and RetCD3eKO mice, the treat-
ment rapidly led to the death of a major proportion of our
cohorts (Fig. 4A). Only 34.6% (9/26) of RetCD3eKO mice and
26.1% (6/23) of MT/ret mice were still alive after 3 mo of
treatment. The remaining mice displayed an increased occur-
rence of cutaneous metastases and a decrease in vitiligo in-
cidence (SI Appendix, Table S2). Mice displaying signs of poor
health before 4 wk of age were killed. Interestingly, 56.5% of
them had cutaneous metastases and nearly all of them already
displayed pulmonary, visceral metastases, and/or mediastinal
adenopathy (Fig. 4B). Thus, anti-Gr1 depletion acts on tumor
spread at both cutaneous and distant sites. Because data were
similar in both T cell-competent and -deﬁcient mice, it seemed
likely that granulocytes or/and inﬂammatory monocytes/DCs,
rather than T cells, were involved in this process.
Next, we treated MT/ret mice with an anti–Ly-6G Ab. Gran-
ulocyte-depleted mice displayed a higher incidence of vitiligo
and less cutaneous metastases than untreated mice (Fig. 4C).
Interestingly, granulocyte depletion led to a rise in Ly-6Chigh
monocytes and DCs in blood and spleen (Fig. 4D). Thus, depletion
of granulocytes may act either directly through the depletion of
a key protumor effector and/or indirectly by increasing Ly-6Chigh
monocyte egress from the bone marrow. Inﬂammatory monocytes
exit the bone marrow in response to CCL2 (24). Interestingly,
a single injection of CCL2 led to transient increased proportions of
both granulocytes and inﬂammatory monocytes in the blood (SI
Appendix, Fig. S8). Granulocyte depletion may, thus, increase the
level of serum CCL2 and, accordingly, favor the accumulation of
circulating monocytes that would mediate vitiligo and promote
tumor protection. In line with this assumption, CCL2-treated MT/
ret mice displayed a higher incidence of vitiligo and a more efﬁcient
tumor control than untreated mice (Fig. 4E). Altogether, our
results strongly suggest that inﬂammatory monocytes/DCs play
a key role in controlling tumor cell dissemination.
To further understand the impact of myeloid cells on tumor de-
velopment, the proliferation of a melanoma cell line (Melan-ret)
was dynamically monitored in vitro. When it reached exponential
growth phase, Ly-6Chigh monocytes/DCs or Ly-6G+ granulocytes
were added (SI Appendix, Fig. S9). Ly-6G+ granulocytes had only
a marginal effect. Conversely, Ly-6Chigh monocytes/DCs signif-
icantly decreased the tumor cell-proliferation index, and the per-
centage of inhibition of tumor cell proliferation was still signiﬁcant
at an effector to target ratio of 2/1 (SI Appendix, Fig. S9 A–C). In-
terestingly,N-acetyl cysteine (NAC), a strong inhibitor of reactive
oxygen species (ROS) activity, reduced the impact of Ly-6Chigh
monocytes on tumor cell proliferation more signiﬁcantly than
a neutralizing anti–TNF-α Ab (SI Appendix, Fig. S9D). Con-
sistently, the addition ofNAC indrinkingwater frombirth resulted
in a decreased survival rate of treated MT/ret mice (SI Appendix,
Table S2).Moreover, mice surviving until 3mo of age displayed an
increased occurrence of metastases correlated with a decreased
incidence of vitiligo. Altogether, our results suggest that Ly-6Chigh
monocytes/DCs exhibit strong antitumor properties, in part
through a ROS-dependent mechanism.
Inﬂammatory Monocytes/DCs Accumulate in the Skin of MT/ret Mice
with Active Vitiligo. To identify the immune cells involved in the
process of depigmentation in the MT/ret model, we studied the
nature of hematopoietic cells inﬁltrating the skin of mice with or
without vitiligo. Only inﬂammatory DCs were signiﬁcantly more
frequent in vitiliginous skin of 6-wk-oldMT/ret mice (SI Appendix,
Fig. 3. Increased incidence of vitiligo in RetCD3eKO mice. (A) Vitiligo oc-
currence in MT/ret (n = 87) and RetCD3eKO (n = 39) mice (Left) and incidence
of Cut Met in RetCD3eKO mice with or without vitiligo (Right). (B) Incidence
of vitiligo and Cut Met in RetCD3eKO mice or RetCD3eKO mice reconstituted
with CD4+ T cells from either C57BL/6 Ctrl mice (n = 9) or 3-mo-old MT/ret
mice without vitiligo (n = 16). Differences were signiﬁcant between un-
treated RetCD3eKO mice and RetCD3eKO mice reconstituted with CD4+ T cells
from both Ctrl or MT/ret mice. (C) Flow-cytometric analysis of the presence
of antitumor Abs in the sera of 3-mo-old MT/ret and RetCD3eKO mice. (C,
Upper) Representative histograms (empty, staining with the secondary Ab
only; gray, negative serum; black, positive serum). (C, Lower) MFI ratios were
calculated by dividing the MFI obtained with a given serum by the MFI
obtained with the secondary Ab.
Fig. 4. Ly-6C–expressing innate immune cells are
involved in vitiligo development and control of tu-
mor spread. (A) Survival curves of RetCD3eKO (n =
26) and MT/ret (n = 23) mice treated or not with
anti-Gr1 Ab. (B) Prevalence of vitiligo and cutaneous
and distant metastases in 4-wk-old anti-Gr1–treated
RetCD3eKO and MT/ret mice. Results are expressed
as the number of mice with the indicated symptoms
over the total number of analyzed mice. Numbers in
brackets represent the proportion of analyzed mice
with the indicated symptoms. (C) Incidence of viti-
ligo and Cut Met in MT/ret mice treated (n = 9) or
not (n = 87) with anti–Ly-6G Ab. (D) Absolute
numbers of Ly-6Chigh monocytes and inﬂammatory
DCs in the blood and spleen of 3-wk-old anti–Ly-6G–
treated MT/ret mice compared with untreated ones.
(E) Incidence of vitiligo and Cut Met in MT/ret mice
treated (n = 18) or not (n = 87) with CCL2.









Fig S10). We hypothesized that actors mediating vitiligo may not
remain in the skin once it has been purged of dormant malignant
melanocytes. Thus, we studied the skin of 3-wk-old mice with or
without active ongoing vitiligo and found that the proportions of
both inﬂammatorymonocytes andDCswere signiﬁcantly higher in
vitiliginous skin (Fig. 5A–C). Togetherwith the results obtained by
selectively depleting populations of hematopoietic cells (SI Ap-
pendix, Table S2), these data strongly suggest that inﬂammatory
monocytes/DCs are the main actors of vitiligo.
Interestingly, an increased proportion of Tregs can be detec-
ted in the skin of MT/ret mice not developing vitiligo compared
with control mice or to MT/ret mice with ongoing vitiligo (Fig.
5D). Moreover, the percentages of inﬂammatory monocytes and
DCs among skin-derived cells inversely correlate with the pro-
portion of Tregs (Fig. 5E). This result strongly suggests that
Tregs favor tumor spread by inhibiting the recruitment and/or
the differentiation of inﬂammatory monocytes in the skin and
subsequent killing of dormant malignant melanocytes.
IL-10 Inhibits theRecruitment/Differentiationof InﬂammatoryMonocytes/
DCs in the Skin. Because skin-derived Tregs are very good IL-10
producers compared with Tregs from secondary lymphoid organs
(SI Appendix, Fig. S11), we next investigated the impact of IL-10
on antitumor responses. The development of cutaneous metas-
tases was signiﬁcantly delayed in mice treated with an anti–IL-10
receptor (IL-10R) Ab, and this was correlated with a large in-
crease in the occurrence of vitiligo (Fig. 6A). These curves were
similar to those obtained after anti-CD25 treatment (Fig. 2D).
Of note, an important proportion of Tregs in the spleen and
TdLNs of MT/ret mice can be observed after IL-10 neutraliza-
tion even when MT/ret mice display a vitiligo (Fig. 6B). Thus,
although IL-10 neutralization does not inhibit the accumulation
of Tregs in the spleen and TdLNs, it seems to counteract their
protumor action.
Far more inﬂammatory DCs inﬁltrated the skin of 2- and 3-wk-old
MT/ret mice treated with anti–IL-10R Ab compared with untreated
animals (Fig. 6C). The proportion of Ly-6Chigh monocytes was
also increased 2 wk after birth but went back to baseline levels in 3-
wk-old mice. Altogether, our data suggest that IL-10 suppress an-
titumor effectors of the innate immunity. The fact that similar
results were obtained by neutralizing IL-10 or depleting Tregs
(Fig. 6C) suggests that IL-10 might be derived from Tregs.
Discussion
Tregs are overrepresented in the peripheral blood of patients
with metastatic melanoma compared with healthy donors and
are enriched in the primary tumor, TdLNs, and metastatic
lesions (20). In the aggressive melanoma developed in mice on
conditional deletion of the INK4A/ARF tumor suppressor genes
with concomitant expression of H-RasG12V, Tregs signiﬁcantly
accumulate in TdLNs and tumors (25). In MT/ret mice, we found
that Treg inﬁltration remained marginal in cutaneous metasta-
ses. Tregs may, thus, not be the main suppressor cells at the
tumor site, whereas other suppressive cells may hamper antitu-
mor immunity locally in our model. In line with such an as-
sumption, we have recently shown that type 2 macrophages
inﬁltrate massively the most aggressive metastases (21), which is
consistent with observations in human melanoma biopsies (26–
28). In contrast, the proportion of Tregs among CD4+ T cells was
increased in the spleen and TdLNs of MT/ret mice without vit-
iligo, in agreement with the accumulation of Tregs observed in
TdLNs few days after tumor cell implantation in several trans-
planted tumor models (7).
Immunosuppression mediated by Tregs is a dominant mech-
anism of tumor evasion. In many mouse models, CD25+ T-cell
ablation before tumor transplantation enhances immunity, tu-
mor clearance, and survival of recipient mice (29). In MT/ret
mice, Treg depletion was associated with a signiﬁcant decrease in
the incidence of cutaneous metastasis. Our results contrast with
those reported by Umansky and coworkers showing that anti-
CD25 Ab treatment did not delay melanoma development in
MT/ret mice (30). Failure of the treatment in their study may be
attributable to the late-depletion strategy. Indeed, they depleted
Tregs in adult MT/ret mice, whereas we treated them from day 2
after birth. Thus, in the MT/ret mouse model, Tregs may have
a crucial role at early stages of spontaneous tumor development.
Treg depletion from birth also induced a marked increase in the
proportion of MT/ret mice developing vitiligo. In line with this re-
sult, Treg frequency is decreased and/or their suppressive capacities
impaired in vitiliginous or perilesional skin in humans (31–33).
Fig. 5. Inﬂammatory monocytes and DCs accumu-
late in the skin of MT/ret mice with active vitiligo.
(A) Characterization of immune cells inﬁltrating the
skin of 3-wk-old Ctrl or MT/ret mice. Proportions are
shown within CD45+ cells. (B) Representative Ly-6G/
Ly-6C dot plots are shown for CD45+ CD11b+
CD11c− NK1.1− cells (Left). The proportion of Ly-
6Chigh monocytes (CD11b+ CD11c− NK1.1− Ly-6G−
Ly-6Chigh cells) within CD45+ cells was plotted
(Right). (C) Representative FSC/Ly-6C dot plots are
shown for CD45+ CD11b+ CD11c+ cells (Left). The
proportion of inﬂammatory DCs (CD11b+ CD11c+
Ly-6Chigh cells) within CD45+ cells was plotted
(Right). (D) Quantiﬁcation of the Treg inﬁltrate
within CD45+ cells in the skin of indicated mice. (E)
Correlation between the inﬁltration of Tregs and
those of Ly-6Chigh monocytes (Left) or inﬂammatory
DCs (Right) in the skin of 3-wk-old MT/ret mice with
(V) (gray) or without vitiligo (NV) (black).
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We have shown previously that strong melanoma-speciﬁc CD8+
T-cell responses were detected in the secondary lymphoid organs of
MT/ret mice with melanoma-associated vitiligo and that mice
developing vitiligo were fully protected toward a challenge with
syngeneic melanoma cells by a CD8+ T cell-dependent mechanism
(14). Moreover, CD8+ T cells speciﬁc for melanocyte-differenti-
ation antigens have been often detected in patients with vitiligo or
melanoma-associated vitiligo (34, 35). Here, we found that CD8+
T-cell depletion from birth had no impact on the onset of vitiligo,
as well as on the incidence of cutaneous metastases. A lack of
implication of CD8+ T cells in the etiology of vitiligo and in con-
trolling metastatic spread at the skin level ﬁts with the results
obtained in RetCD3eKO mice. Indeed, T cell-deﬁcient MT/ret
mice did not develop more aggressive cutaneous metastases than
their T cell-competent littermates and yet developed a vitiligo. In
MT/ret mice, increased T-cell reactivity against melanoma anti-
gens would, thus, be a consequence of vitiligo rather than its cause.
In line with this explanation, Byrne et al. have established that
melanocyte destruction is crucial for inducing lasting melanoma-
speciﬁc CD8+ T cell-mediated responses, thus illustrating that
immune-mediated destruction of normal tissues can perpetuate
adaptive immune responses to cancer (36).
Our study provides unexpected insights into the mechanisms
involved in the control of metastatic spread. Whereas CD8+
T cell- or NK cell-depleted MT/ret mice survived over the 3-mo
period of diagnosis, the majority of MT/ret mice treated with the
anti-Gr1 Ab rapidly died. Treatment with the anti–Ly-6G Ab or
the chemokine CCL2, both resulting in a rise in circulating in-
ﬂammatory monocyte and DC levels, are consistent with a key
role for these innate immune cells in controlling tumor pro-
gression. Inﬂammatory Ly-6Chigh monocytes are selectively re-
cruited to inﬂamed tissues and lymph nodes in vivo and produce
high levels of TNF-α during infection or tissue damage (37). A
number of studies strongly support the conclusion that at least
a proportion of TNF-α–producing inﬂammatory DCs are the
progeny of inﬂammatory monocytes (38). In the MT/ret model,
we assume that the dissemination of tumor cells favors the re-
cruitment within the skin of inﬂammatory monocyte/DCs that
subsequently may lyse transformed, as well as normal, melanocytes
by a bystander effect. Distinct mechanisms of monocyte-mediated
tumoricidal activity have been highlighted using melanoma cell
lines as target cells, related either on a direct recognition and
cytotoxicity or on antibody-mediated lysis (39–41). Here, we found
that inﬂammatory monocytes/DCs slowed down the in vitro
growth of melanoma cells through their production of ROS, with
TNF-α being apparently less important in this process. More-
over, ROS neutralization in vivo led to increased tumor cell
dissemination. Altogether, our results suggest that inﬂammatory
monocytes/DCs exert their antitumor properties, at least in part,
via a ROS-dependent mechanism.
Inﬂammatory monocytes and DCs accumulate in the skin of
MT/ret mice with active vitiligo. Interestingly, the inverse cor-
relation between the proportion of Tregs and the proportion of
Ly-6Chigh monocytes and DCs among skin-derived cells suggests
that Tregs interfere with their antitumor properties. Rubtsov
et al. have found that Treg-derived IL-10 reduces inﬂammation
at environmental interfaces such as the skin, the gut, and the
lung (42). Furthermore, IL-10 affects inﬂammatory monocyte
recruitment and subsequent differentiation into inﬂammatory
DCs in the liver during Trypanosoma infection (43). Here, we
found that an anti–IL-10R Ab delayed the development of cu-
taneous metastases and increased the occurrence of vitiligo.
Moreover, both anti-CD25 and anti–IL-10R Ab treatments led
to an increase of inﬂammatory monocytes and DCs in the skin of
2-wk-old MT/ret mice. Thus, Treg-derived IL-10 might inhibit, in
our model, monocyte recruitment and/or differentiation in the
skin. Of course, IL-10 produced by other cell types than Tregs
might be implicated in the control of antitumor responses.
Further investigations using conditional IL-10 knockout mice
would be necessary to speciﬁcally test this hypothesis. Moreover,
we do not exclude that other suppressive mechanisms could ac-
count for the control of antitumor responses by Tregs.
Our study sheds lights on the actors involved in tumor control. In
MT/ret mice, tumor cell dissemination occurs early because dor-
mant cells can be detected in 2- to 3-wk-oldmice (12).Disseminated
cells may promote the trafﬁcking of Ly-6Chighmonocytes to the skin
and the activation and differentiation of Ly-6Chigh monocytes into
inﬂammatory DCs, leading to the lysis of tumor cells and to the
bystander destruction of normal melanocytes, thereby causing de-
pigmentation. Until now, monocytic cells have been somehow
considered as protumoral cells that facilitate metastatic spread by
promoting tumor cell dissemination and dampening antitumor
responses (44–46). Our results rather support that inﬂammatory
monocytes are the most efﬁcient effectors in controlling dissemi-
nated tumor cells. Thus, depending on the tumor stage (primary
tumors, disseminated tumor cells, or established metastases), im-
mune cells may display different properties, either pro- versus an-
titumoral, highlighting the importance of studying the antitumor
response in the course of spontaneous tumor development.
Materials and Methods
Mice. MT/ret+/− transgenic mice (designated as MT/ret mice) expressed heter-
ozygously the human RET oncogene. They were used at different time points
in the course of malignancy, and age-matched nontransgenic MT/ret−/− lit-
termates (designated as Ctrl mice) were used as control mice. MT/ret mice
were crossed with C57BL/6 CD3eKO mice to obtain RetCD3eKO. Mice were
killed at the indicated times or when considered moribund (prostrated,
bristly, skinny). All these mice were maintained in our speciﬁc pathogen free
animal facility. All experiments were approved by the Paris-Descartes Ethical
Committee for Animal Experimentation (decision CEEA34.BLAB.001.12).
Antibody and Chemokine Treatments. Puriﬁed anti-CD25 (PC61), anti–Ly-6G
(1A8), and anti-CD8 (53.6.7) Abs were obtained from BioXCell. Puriﬁed anti-
Gr1 (RB6-8C5) and anti-NK1.1 (PK136) Abs were puriﬁed from hybridoma
supernatants using a G protein-coupled Sephadex bead column. Mice were
injected intraperitoneally twice a week with either 200 μg of Abs or 400 ng
of CCL2 (PeproTech). NAC was obtained from Sigma-Aldrich. Mice received
1 mg/mL NAC in drinking water from birth.
Single-Cell Suspension Procedures. Spleens and LNs were mechanically dis-
sociated, homogenized, and passed through a nylon cell strainer (BD Falcon)
in 5% (vol/vol) FCS and 0.1% NaN3 (Sigma-Aldrich) in PBS. For adoptive
transfer, RPMI 1640 Glutamax (Gibco) supplemented with 10% (vol/vol) FCS
(Biochrom) was used instead. Cutaneous metastases were mechanically dis-
sociated and digested with 1 mg/mL collagenase D and 0.1 mg/mL DNase I
(Roche) for 25 min at 37 °C. For skin suspensions, ears were collected and split in
Fig. 6. Effect of IL-10R neutralization. (A) Incidence of Cut Met and vitiligo in
3-mo-old MT/ret mice treated (n = 20) or not (n = 87) with anti–IL-10R Ab. (B)
Percentage of Tregs in the spleen and Cerv LNs of 3-mo-old Ctrl and MT/retmice
and anti–IL-10R–treated MT/ret mice. NV, no vitiligo; V, vitiligo. (C) The pro-
portions of skin Ly-6Chigh monocytes and inﬂammatory DCs are shown for 2-
and 3-wk-old Ctrl or MT/ret mice. Proportions are shown within CD45+ cells.









dorsal and ventral lobes. Lobes were cut in small parts and digested with 0.4
mg/mL liberase, 0.05 mg/mL collagenase D, and 0.1 mg/mL DNase I (Roche).
Cell-Surface Staining and Flow Cytometry. Surface staining was performed by
incubating cells on ice, for 15 min, with Abs in 5% (vol/vol) FCS (Biochrom) and
0.1% NaN3 (Sigma-Aldrich) in PBS. Each cell-staining reaction was preceded by
a 15-min incubation with a puriﬁed anti-CD16/32 Ab (FcγRII/III block; 2.4G2)
obtained from hybridoma supernatant followed by labeling with speciﬁc
Abs. Multicolor immunoﬂuorescence was analyzed using a LSR2 cytometer (BD
Biosciences). Data ﬁles were analyzed using Diva software (BD Biosciences).
Data acquisition was performed on the Cochin Cytometry and Immunobiology
facility. For skin suspensions, incubation with Live/Dead Blue stain (Invitrogen),
according to the manufacturer’s protocol, was performed before Ab staining.
Adoptive Transfer of CD4+ T Cells. Cervical LNs and spleen cells were incubated
on ice for 20 min with a mixture of anti-CD8 (53-6.7), anti-CD11b (Mac-1), and
anti-CD19 (1D3) Abs, obtained from hybridoma supernatants, and then with
magnetic beads coupled to anti-rat immunoglobulins (Dynal Biotech). Puriﬁed
CD4+ T cells (5 × 106 cells; 95–97% pure) were injected intraperitoneally into
RetCD3eKO mice 5 d after birth.
Antibody Titration by Flow Cytometry. Sera from MT/ret and RetCD3eKO mice
were obtained following intracardiac blood collection. Melan-ret cells (a cell
line derived from a cutaneous metastases of a MT/ret mouse) and LLCs
(American Type Culture Collection) were incubated with puriﬁed anti-CD16/32
Ab and then incubated with the sera. Cells were labeled with Alexa 488-
conjugated Goat anti-mouse κ Ab (GAM) from Invitrogen. Cells submitted
to the same protocol, but without serum incubation, were used as control.
Statistics. Data are expressed as means ± SEM. The signiﬁcance of dif-
ferences between two series of results was assessed using the Student’s
unpaired t test. The signiﬁcance of differences between three or more
series of results was assessed using the one-way ANOVA, and comparison
between sets of results was assessed using Tukey posttest. Comparison
between incidence curves was performed using log-rank test. Correlation
analyses were performed using Pearson’s correlation test. (*P < 0.05; **P <
0.01; ***P < 0.001). All statistical analyses were performed using Prism 5
software (GraphPad).
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